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Resumo 
 
 
 
 
          A Esclerose Sistémica é uma doença reumática autoimune do 
tecido conjuntivo, caracterizada por anormalidades do sistema vascular 
e imune, que levam à fibrose da pele e órgãos internos. A 
fisiopatologia desta doença é ainda desconhecida. Contudo existe a 
hipótese de que os linfócitos Th17/Tc17 e que as células que se 
caracterizam pela expressão de CXCR5 estejam de algum modo 
envolvidas nesta doença, pelo facto de elas terem um papel importante 
em outras doenças autoimunes. Deste modo, o presente trabalho teve 
com objetivo quantificar e caracterizar funcionalmente as células 
Th(c)17, Th(c)1 e os subtipos Th17 CXCR5+ e Th1 CXCR5+ no 
sangue periférico de doentes com Esclerose Sistémica.  
          Para tal, o sangue periférico de 43 doentes com Esclerose 
Sistémica e de 20 pessoas saudáveis foi colhido e os linfócitos T foram 
inicialmente estimulados in vitro para se quantificar a produção das 
suas citocinas. Seguiu-se um protocolo de permeabilização 
intracitoplasmática de forma a se analisar separadamente a expressão 
intracelular das citocinas IL-17, IL-2, TNF-α e IFN-γ nas diferentes 
subpopulações de linfócitos em estudo. Os doentes com Esclerose 
Sistémica foram divididos consoante o subtipo da doença e consoante 
o tempo de duração da doença desde o diagnóstico. 
          Os resultados obtidos demonstraram que não existiam diferenças 
na frequência de células Th17 e Tc17 entre os grupos estudados. No 
entanto, a frequência destas células a produzir IL-2 e TNFα é maior 
nos doentes com Esclerose Sistémica. Para além disso verificou-se que 
com aumento da duração da doença em estudo, há um aumento da 
frequência das células Th1 e Tc1 a produzir TNFα e IFNγ. Verificou-
se ainda que a frequência dos subtipos Th1 CXCR5+ a produzir as 
citocinas IL-2 e TNFα parece distinguir os dois subtipos de Esclerose 
Sistémica. 
          Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as células 
Th17 e as células Th1 estão, do ponto de vista funcional, alteradas em 
SSc, o que aponta para o seu envolvimento na fisiopatologia e/ou 
progressão da doença.  
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Abstract 
 
 
 
 
           Systemic Sclerosis is an autoimmune rheumatic disease of the 
connective tissue, characterized by vascular and immune system 
abnormalities, leading to fibrosis of the skin and internal organs. The 
pathophysiology of this disease is still unknown. However there is a 
hypothesis that Th17 and Tc17 lymphocytes and cells that are 
characterized by expression of CXCR5 are somehow involved in this 
disease since they have an important role in other autoimmune 
diseases. Thus, the present study aimed to quantify and functionally 
characterize Th(c)17 and Th(c)1 cells and Th17 CXCR5+ and Th1 
CXCR5+ subtypes in peripheral blood of patients with Systemic 
Sclerosis. 
 To this end, peripheral blood from 43 patients with Systemic 
Sclerosis and 20 healthy individuals was collected and T lymphocytes 
were stimulated in vitro to quantify their cytokine production. This 
was followed by an intracytoplasmic permeabilization protocol in 
order to separately analyze the intracellular expression of IL-17, IL-2, 
TNF-α and IFN-γ in the different T cell subpopulations in analysis. 
Patients with Systemic Sclerosis were divided depending on the 
disease subtype  and the disease duration since diagnosis. 
 The results showed that there were no differences in the 
frequency of Th17 and Tc17 cells between groups. However, the 
frequency of these cells producing IL-2 and TNFα is greater in patients 
with systemic sclerosis. Furthermore it was found an increase 
frequency of TNFα- and IFNγ-producing Th1 and Tc1 cells, with the 
increasing duration of disease. It was further found that the frequency 
of CXCR5 + Th1 subtypes producing IL-2 and TNFα cytokines can 
distinguish the two subtypes of systemic sclerosis. 
   The present results suggest that Th17 cells and Th1 cells are at the 
functional point of view altered in SSc, which points to their 
involvement in the pathophysiology and/or disease progression. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
i 
 
Índice:  
I. INTRODUÇÃO ........................................................................................................................1 
1. SISTEMA IMUNITÁRIO ......................................................................................................3 
1.1. Células do sistema imunitário .........................................................................................3 
1.1.1. Linfócitos ou células linfóides .............................................................................................. 3 
1.1.2. Monócitos, macrófagos e células dendríticas ......................................................................... 5 
1.1.3. Granulócitos ......................................................................................................................... 6 
1.2. Órgãos linfóides .............................................................................................................6 
1.2.1. Órgãos linfóides primários .................................................................................................... 7 
1.2.2. Órgãos linfóides secundários ................................................................................................ 7 
1.3. A resposta imune.............................................................................................................8 
1.3.1. Citocinas: mediadores solúveis da resposta imunológica ....................................................... 8 
1.3.2. Imunidade inata ou natural.................................................................................................... 9 
1.3.3. Imunidade adquirida ou adaptativa........................................................................................ 9 
2. LINFÓCITOS T ................................................................................................................... 10 
2.1. Maturação dos linfócitos T............................................................................................ 11 
2.2. Ativação dos linfócitos T ............................................................................................... 11 
2.3. Diferentes tipos e subtipos de linfócitos T ...................................................................... 12 
2.3.1. Diferenciação e função dos linfócitos T CD4 ...................................................................... 12 
2.3.1.1. Linfócitos Th17 – um terceiro e novo tipo de células Th .............................................. 13 
2.3.1.1.1. Diferenciação dos linfócitos Th17 ........................................................................ 14 
2.3.1.1.1.a. Citocinas e fatores de transcrição envolvidos na regulação da diferenciação
 ...................................................................................................................................... 14 
2.3.1.1.1.b. Células apresentadoras de antigénios envolvidas na diferenciação .......... 16 
2.3.1.1.2. Características dos linfócitos Th17 ....................................................................... 17 
2.3.1.1.2.a. Citocinas expressas pelas células Th17 ...................................................... 17 
2.3.1.1.2.b. Recetores expressos pelas células Th17 e sua função................................. 18 
2.3.1.1.3. Plasticidade das células Th17 ............................................................................... 19 
2.3.1.2. Linfócitos T foliculares auxiliares ou Tfh .................................................................... 20 
2.3.1.2.1. Características fenotípicas e funcionais dos linfócitos Tfh .................................... 20 
2.3.1.2.2. Diferenciação dos linfócitos Tfh .......................................................................... 21 
2.3.1.2.3. Relação dos linfócitos Tfh com outros subtipos de linfócitos T ............................. 22 
2.3.1.2.4. Linfócitos Tfh do sangue periférico ...................................................................... 22 
2.3.2. Diferenciação e função dos linfócitos T CD8 ...................................................................... 23 
2.3.2.1. Linfócitos Tc17 – um terceiro e novo subtipo de células Tc ......................................... 23 
2.3.3. Linfócitos T reguladores ..................................................................................................... 24 
3. DOENÇAS AUTOIMUNES ................................................................................................ 25 
3.1. Papel dos linfócitos Th17 e Tc17 nas doenças autoimunes ............................................ 26 
3.2. Papel dos linfócitos Tfh na doenças autoimunes ............................................................ 28 
3.3. Esclerose Sistémica ....................................................................................................... 28 
3.3.1 Alterações patológicas características .................................................................................. 29 
3.3.2. Classificação dos diferentes tipos de esclerose sistémica ..................................................... 30 
3.3.3 Etiologia da doença ............................................................................................................. 30 
3.3.3.1 Hipóteses sobre a sua patologia .................................................................................... 31 
3.3.4. Patogenia da Esclerose Sistémica ........................................................................................ 32 
ii 
 
3.3.4.1. Disfunção vascular ...................................................................................................... 32 
3.3.4.2. Desregulação imune .................................................................................................... 33 
3.3.4.3. Fibrose – o passo final da fisiopatologia da SSc ........................................................... 34 
3.3.5. Tratamento da patologia ..................................................................................................... 35 
3.4. Células Th17, Tc17 e Tfh na Esclerose Sistémica .......................................................... 36 
4. OBJETIVOS ........................................................................................................................ 38 
II. MATERIAL E MÉTODOS .................................................................................................. 39 
1. POPULAÇÃO EM ESTUDO....................................................................................................... 41 
2. QUANTIFICAÇÃO E CARACTERIZAÇÃO FUNCIONAL DAS CÉLULAS TH(C)17 E TH(C)1 NO 
SANGUE PERIFÉRICO................................................................................................................. 42 
2.1. Estimulação in vitro de linfócitos T ............................................................................... 42 
2.2. Marcação intracitoplasmática das citocinas em estudo ................................................. 42 
3. AQUISIÇÃO DAS AMOSTRAS NO CITÓMETRO DE FLUXO E ANÁLISE DOS RESULTADOS ............ 44 
4. ANÁLISE ESTATÍSTICA ......................................................................................................... 44 
III. RESULTADOS .................................................................................................................... 45 
1. FREQUÊNCIA DOS LINFÓCITOS TH17 E TC17 NO SANGUE PERIFÉRICO DE DOENTES COM 
ESCLEROSE SISTÉMICA ............................................................................................................ 47 
2. CARACTERIZAÇÃO FUNCIONAL DAS CÉLULAS TH17, TH1, TC17 E TC1 NO SANGUE PERIFÉRICO 
DE DOENTES COM ESCLEROSE SISTÉMICA ................................................................................ 47 
2.1. Caracterização funcional das células Th17 e Tc17 ........................................................ 47 
2.2. Caracterização funcional das células Th1 e Tc1 ............................................................ 51 
3. FREQUÊNCIA DOS LINFÓCITOS TH17 CXCR5+ E TH1 CXCR5+ NO SANGUE PERIFÉRICO DE 
DOENTES COM ESCLEROSE SISTÉMICA ..................................................................................... 51 
4. CARACTERIZAÇÃO FUNCIONAL DAS CÉLULAS TH17 CXCR5+, TH17 CXCR5-, TH1 CXCR5+ E 
TH1 CXCR5- NO SANGUE PERIFÉRICO DE DOENTES COM ESCLEROSE SISTÉMICA E NO GRUPO 
CONTROLO ............................................................................................................................... 51 
4.1. Caracterização funcional das células Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- ................................ 55 
IV. DISCUSSÃO ........................................................................................................................ 57 
1. FREQUÊNCIA DOS LINFÓCITOS TH17 E TC17 NO SANGUE PERIFÉRICO DE DOENTES COM 
ESCLEROSE SISTÉMICA ............................................................................................................ 59 
2. CARACTERIZAÇÃO FUNCIONAL DAS CÉLULAS TH17 E TC17 NO SANGUE PERIFÉRICO DE 
DOENTES COM SSC ................................................................................................................... 60 
3. CARACTERIZAÇÃO FUNCIONAL DAS CÉLULAS TH1 E TC1 NO SANGUE PERIFÉRICO DE DOENTES 
COM ESCLEROSE SISTÉMICA .................................................................................................... 61 
4. FREQUÊNCIA DOS LINFÓCITOS TH17 CXCR5+ E TH1 CXCR5+ NO SANGUE PERIFÉRICO DE 
DOENTES COM ESCLEROSE SISTÉMICA ..................................................................................... 62 
5. CARACTERIZAÇÃO FUNCIONAL DAS CÉLULAS TH1 CXCR5+ E TH1 CXCR5- ......................... 63 
V. CONCLUSÃO ....................................................................................................................... 65 
VI. BIBLIOGRAFIA ................................................................................................................. 69 
 
 
iii 
 
Índice de Figuras: 
 
Figura 1. Hematopoiese, demonstrando os diferente tipos de células constituintes do sangue a que a 
célula estaminal da origem (adaptado de [2]). ........................................................................................... 4 
 
Figura 2. Regulação da diferenciação das células Th17 e citocinas por elas produzidas.             As 
interleucinas IL-1β, IL-21 e IL-6 favorecem a expressão do fator de transcrição RORC2 através do fator 
de transcrição STAT3, induzindo a diferenciação das células Th17. As citocinas IL-4 e IL-12+IFNγ 
suprimem o RORC2 pois favorecem os fatores de transcrição GATA-3 e T-bet, respetivamente, 
inibindo assim a diferenciação das células Th17. A expressão de RORC2 induz a expressão de IL-17. O 
aumento da expressão de RORC2 induz a expressão das citocinas IL-26 e IL-22 e dos recetores CCR6, 
CCR4, IL-23R e CD161. O papel do TGF-β ainda está por se esclarecer (adaptado de [42])................. 16 
 
Figura 3. Interação das células dendríticas com as células Th17 e Th1 (adaptado de [45]) ................... 17 
 
Figura 4. Níveis séricos de IL-17 em pacientes com SSc, comparados com pessoas normais (adaptado 
de [137]) ................................................................................................................................................... 36 
 
Figura 5. Variação da produção de IL-17 ao longo do tempo de duração de SSc [137] ......................... 36 
 
Figura 6. Representação ilustrativa da identificação dos subtipos de células Th17 e Th1, Th1CXCR5+ e 
Th1CXC5- e expressão da citocina TNFα por cada um desses subtipos utilizando a seguinte combinação 
de anticorpos monoclonais: anti-CD3, anti-CD8, anti-CXCR5, anti-IL-17 e anti-TNFα.. ...................... 44 
 
Figura 7. Representação gráfica da média da frequência (%) dos linfócitos Th17, Tc17, Th1 e Tc1 a 
produzir as citocinas TNFα, IL-2 e IFNγ no sangue periférico de doentes com ≤1 ano de duração da SSc 
(Grupo 1), entre 1 e 10 anos de duração da SSc (grupo2) e com > 10 anos de duração da SSc (grupo 3). 
As diferenças estatisticamente significativas foram consideradas quando o p-value < 0,05:      d Grupo 1 
versus Grupo 2        e Grupo 1 versus Grupo 3              f Grupo 1 versus Controlo         g Grupo 2 versus 
Controlo          h Grupo 3 versus Controlo................................................................................................ 50 
 
Figura 8. Representação gráfica da quantidade das citocinas TNFα, IL-2 e IFNγ expressa pelos 
linfócitos Th17, Th1, Tc17 e Tc1 no sangue periférico de doentes com ≤1 ano de duração da SSc 
(Grupo 1), entre 1 e 10 anos de duração da SSc (grupo2) e com > 10 anos de duração da SSc (grupo 3). 
As diferenças estatisticamente significativas foram consideradas quando p-value < 0,05:             d Grupo 
1 versus Grupo 2                e Grupo 1 versus Grupo 3     f Grupo 1 versus Controlo ............................... 50 
 
Figura 9. Representação gráfica da mediana da frequência (%) dos linfócitos Th17 / Th1 CXCR5+ 
(positivo) e Th17 / Th1 CXCR5- (negativo) a produzir as citocinas TNFα, IL-2 e IFNγ no sangue 
periférico de indivíduos saudáveis (grupo controlo). As diferenças foram consideradas significativas (*) 
quando o p-value < 0,05........................................................................................................................... 52 
 
Figura 10. Representação gráfica da média da frequência (%) dos linfócitos Th1 CXCR5+ e Th1 
CXCR5- a produzir as citocinas TNFα, IL-2 e IFNγ no sangue periférico de doentes com ≤1 ano de 
duração da SSc (Grupo 1), entre 1 e 10 anos de duração da SSc (grupo2) e com > 10 anos de duração da 
SSc (grupo 3). As diferenças estatisticamente significativas foram consideradas quando o p value < 
0,05: ......................................................................................................................................................... 54 
 
Figura 11. Representação gráfica da média da quantidade das citocinas TNFα, IL-2 e IFNγ expressa 
pelos linfócitos Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- no sangue periférico de doentes com ≤1 ano de duração da 
SSc (Grupo 1), entre 1 e 10 anos de duração da SSc (grupo2) e com > 10 anos de duração da SSc (grupo 
3). As diferenças estatisticamente significativas foram consideradas quando p value < 0,05: ................ 54 
 
iv 
 
Índice de Tabelas: 
 
Tabela 1. Características clínicas dos doentes com SSc. IECA, inibidor da enzima de conversão da 
angiotensina ................................................................................................................................. 41 
 
Tabela 2. Especificidade, clone e origem dos anticorpos monoclonais utilizados no início da 
marcação intracitoplasmática das citocinas em estudo. ................................................................. 42 
 
Tabela 3. Especificidade, clone e origem dos anticorpos monoclonais utilizados após aplicação da 
solução 2 do Kit Intraprep ............................................................................................................ 43 
 
Tabela 4. Frequência dos linfócitos T CD4, T CD8, Th17 e Tc17 no sangue periférico nos 
diferentes subtipos de SSc, e em função do tempo da doença após o seu diagnóstico, e no grupo 
controlo. Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão da frequência de células Th17 
do total de linfócitos T CD4+, e de células Tc17 do total de linfócitos T CD8+ no sangue periférico, 
e das MFI da citocina IL-17 para cada um dos subtipos. Grupo 1: grupo de doentes com menos de 1 
ano de duração da SSc. Grupo 2: grupo de doentes com duração da SSc entre 1 e 10 anos.Grupo 3, 
grupo de doentes com mais de 10 anos de duração da SSc ............................................................ 48 
 
Tabela 5. Frequência (%) de células (Th17, Tc17, Th1 e Tc1) produtoras de citocinas e quantidade 
de citocina expressa por célula (MFI) nos diferentes subtipos da doença Esclerose Sistémica e 
grupo controlo, após estimulação in vitro dos linfócitos T. Os resultados estão expressos como 
média ± desvio padrão. ................................................................................................................ 49 
 
Tabela 6. Frequência dos linfócitos Th17 CXCR5+ e Th1 CXCR5+ no sangue periférico dos 
diferentes subtipos e grupos de duração da doença Esclerose Sistémica com o grupo controlo. Os 
resultados estão expressos como média ± desvio padrão. % Th17, frequência de células Th17 
CXCR5+ do total de células Th17 do sangue periférico. % Th1, frequência de células Th1 CXCR5+ 
do total de células Th1 do sangue periférico. Grupo 1: grupo de doentes com menos de 1 ano de 
duração da SSc. Grupo 2: grupo de doentes com duração da SSc entre 1 e 10 anos. Grupo 3, grupo 
de doentes com mais de 10 anos de duração da SSc. ..................................................................... 52 
 
Tabela 7. Frequência (%) de células Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- produtoras de citocinas e 
quantidade de citocina expressa por célula (MFI) nos diferentes subtipos da doença Esclerose 
Sistémica e Controlos, após estimulo in vitro dos linfócitos T. Os resultados estão expressos como 
média ± desvio padrão. ................................................................................................................ 53 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
v 
 
Lista de Abreviaturas: 
 
 
APC 
Bcl-6 
BLIMP-1 
CD x 
CXCL13 
CXCR5 
ICOS 
IFN 
IL-x  
IL-x R 
NK 
MFI 
MHC 
PBS 
PD-1 
PMA 
ROR  
SSc  
STAT 
Tc 
TCR 
Tfh 
Th 
TNF 
TGF 
Antigen-Presenting Cell  
B cell lymphoma 6 
B lymphocyte-induced maturation protein 1 
cluster of differentiation x   
CXC-chemokine ligand 13  
CXC-chemokine receptor 5 
inducible co-stimulator  
interferon 
interleukin x  
interleukin x  receptor  
natural killer (cell) 
Mean Fluorescence Intensity  
Major Histocompatibility Complex  
phosphate buffered saline  
programmed cell death-1 
phrobol 12-myristate 13-acetate  
retinoid-related orphan nuclear receptor 
Systemic Sclerosis  
signal transducer and activator of transcription  
T cytotoxic (cell)  
T-cell-receptor  
T follicular helper cells  
T helper (cell)  
tumor necrosis factor  
transforming growth factor  
vi 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
I. Introdução 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introdução 
2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Introdução 
3 
 
1. SISTEMA IMUNITÁRIO 
 O nosso organismo dispõe de um importante sistema imunitário (ou imunológico) 
que é um sistema de defesa que tem como função a proteção contra microrganismos 
patogénicos, sendo também fundamental para o equilíbrio homeostático do organismo. Ele 
é constituído por vários órgãos e tecidos diferentes, com características específicas, que se 
encontram ao longo do corpo e que têm a capacidade de produzir uma grande variedade de 
células e moléculas que atuam conjuntamente num trabalho dinâmico, tornando-se capazes 
de reconhecer e eliminar microrganismos estranhos ao organismo [1, 2]. 
 
     1.1. Células do sistema imunitário 
 Todas as células sanguíneas derivam das células estaminais num processo 
designado de hematopoiese que ocorre, após o nascimento, na medula óssea [3]. As células 
estaminais têm uma capacidade de autorrenovação e são consideradas como multipotentes 
por se diferenciarem nos diferentes tipos de células do sangue [2, 4, 5]. Estas agrupam-se 
em duas grandes linhagens celulares (Figura 1): a linhagem mieloide, que origina os 
granulócitos e os monócitos (tipos de leucócitos), os eritroblastos (precursores dos 
eritrócitos) e os megacariócitos (que originam as plaquetas); a linhagem linfoide, que 
origina os linfócitos T e B e as células NK (do inglês Natural Killer) (tipos de leucócitos). 
As células dendríticas parecem se originar a partir dos progenitores de ambas as linhagens. 
A diferenciação destas células depende dos fatores de crescimento e de citocinas presentes 
no seu meio envolvente [1, 6]. 
 As células do sistema imunitário compõem um grupo designado de leucócitos. 
Dentro deste grupo de células, os linfócitos são os que ocupam um papel central nas 
respostas imunológicas pois são eles que lhe conferem especificidade. Os restantes tipos 
celulares que constituem os leucócitos têm como papel fundamental fagocitar e destruir 
microrganismos, apresentar antigénios e secretar citocinas [1, 2]. 
 
1.1.1. Linfócitos ou células linfóides 
 Os linfócitos constituem 20% - 40% dos leucócitos e circulam continuamente entre 
o sangue e a linfa sendo capazes de migrar até aos órgãos linfóides. Eles podem ser 
divididos em três grandes populações: as células T, as células B e as células NK [2]. 
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Figura 1. Hematopoiese, demonstrando 
os diferente tipos de células 
constituintes do sangue a que a célula 
estaminal da origem (adaptado de [2]). 
Os linfócitos B realizam a sua maturação na medula óssea e distinguem-se dos 
outros linfócitos por possuírem na sua membrana plasmática um recetor característico 
designado de recetor da célula B. Este recetor é constituído por uma proteína designada de 
imunoglobulina que está ligada à membrana plasmática e que é capaz de se ligar a 
antigénios específicos livres [2, 5]. 
 Os linfócitos T realizam a sua maturação no timo e possuem também um recetor 
característico à superfície da membrana plasmática, designado de recetor da célula T, ou 
TCR (do inglês T-Cell-Receptor). Este recetor encontra-se associado a uma molécula de 
sinalização designada de CD (cluster of differentiation) 3, e por isso é comum ser 
designado de complexo TCR-CD3. Os recetores da célula T reconhecem antigénios que 
sofreram um processamento e que sejam apresentados à célula T associados a moléculas 
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do complexo major de histocompatibildade (MHC, do inglês Major Histocompatibility 
Complex), moléculas que são expressas na superfície das células apresentadoras de 
antigénios (APC, do inglês Antigen-Presenting Cell), que incluem os macrófagos, as 
células dendríticas e as células B [2, 3].  
As células T e B que nunca interatuaram com um antigénio são referidas como 
células naïve. Dentro dos linfócitos T existem diferentes tipos de células naïve, como são 
as células T CD4 e as células T CD8. Após o contacto com o antigénio, e na presença de 
certas citocinas, os diferentes tipos de linfócitos naïve proliferam e diferenciam-se em dois 
tipos de células: células efetoras, que têm como função eliminar o antigénio; células de 
memória, que são inativas mas com capacidade de resposta a nova exposição do mesmo 
antigénio. As células efetoras dos linfócitos B são designadas de plasmócitos. Estas células 
são produtoras da forma solúvel da imunoglobulina (anticorpos), proteína que se liga aos 
antigénios sinalizando-os para destruição por outras células do sistema imunológico. [1-3]. 
Mais à frente neste trabalho irá ser feita uma descrição mais alargada dos linfócitos T, já 
que o trabalho desenvolvido no âmbito do mestrado foca uma subpopulação desta célula. 
Por último, as células NK têm uma função citotóxica, destruindo, através de um 
contacto direto, as células infetadas. Uma vez ligada à célula alvo, estas células libertam o 
conteúdo dos seus grânulos, principalmente perforina e granzima. As células NK também 
secretam citocinas e quimiocinas que regulam e orientam a resposta imune [7, 8]. Esta ação 
é principalmente realizada pelo subgrupo de células NK CD56bright CD16-, enquanto que a 
destruição direta das células é maioritariamente exercida por outro subgrupo de células 
NK, as CD56dim CD16+ [9].  
 
 1.1.2. Monócitos, macrófagos e células dendríticas 
 Os monócitos, também designados de fagócitos mononucleares, desenvolvem-se na 
medula óssea, circulam depois na corrente sanguínea e finalmente migram para os tecidos 
onde se diferenciam em macrófagos ou em certos tipos de células dendríticas [2, 4].  
Os macrófagos são ativados por uma variedade de estímulos que ocorrem durante a 
resposta imune. Quando o monócito evolui para macrófago, existe um aumento da sua 
capacidade fagocítica e da secreção de vários fatores solúveis com funções 
imunorreguladoras. Os macrófagos ativados também passam a expressar uma maior 
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quantidade de moléculas MHC de classe II, permitindo que eles funcionem mais 
eficazmente como células apresentadoras de antigénios, ativando os linfócitos T [2-4]. 
As células dendríticas na sua forma imatura são especializadas em captar os 
antigénios por fagocitose ou endocitose, sendo o antigénio depois processado. Em resposta 
a vários estímulos elas tornam-se maduras e especializadas em apresentar o antigénio 
processado às células T. Existem quatro tipos de células dendríticas, mas todas têm a 
capacidade de expressar elevadas quantidades de moléculas MHC de classe II, sendo as 
APC mais eficientes na apresentação do antigénio aos linfócitos T [10]. 
 
1.1.3. Granulócitos 
Os granulócitos são classificados em três tipos dependendo da sua morfologia e das 
características de coloração citoplasmática: neutrófilos, eosinófilos e basófilos. Os 
neutrófilos são os primeiros a chegar ao local da infeção e têm uma elevada capacidade 
fagocítica. O movimento e a circulação dos neutrófilos para os tecidos envolvem vários 
passos e é designado de diapedese. Os eosinófilos são também células fagocíticas, apesar 
de esta sua capacidade ser mais fraca. Eles atuam libertando o conteúdo dos grânulos para 
o meio extracelular, sendo a sua ação principalmente contra parasitas. Ao contrário das 
duas células anteriores, os basófilos não têm capacidade fagocítica. Eles atuam pela 
libertação de substâncias quimiotáticas ativas a partir dos seus grânulos citoplasmáticos, 
estando principalmente envolvidos em respostas alérgicas [1, 2, 4]. 
 
     1.2. Órgãos linfóides 
 Os órgãos que constituem o sistema imunitário podem ser classificados, do ponto 
de vista funcional, em dois grandes grupos: os órgãos linfóides primários, os quais 
proporcionam microambientes essenciais para o desenvolvimento e maturação dos 
linfócitos; os órgãos linfóides secundários, os quais proporcionam eficientemente o 
encontro entre os linfócitos naïve e o antigénio para o qual são específicos.  
Após os linfócitos maduros serem gerados nos órgãos linfóides primários, eles 
circulam no sangue e no sistema linfático. O sistema linfático consiste numa rede de 
gânglios linfáticos ligados por vasos linfáticos onde circula a linfa. Esta origina-se a partir 
do fluido intersticial tecidular que entra nos capilares linfáticos [1, 2]. 
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 1.2.1. Órgãos linfóides primários 
 Os órgãos classificados como linfóides primários incluem a medula óssea e o timo, 
pois é onde maturam as células B e as células T, respetivamente [1, 2]. 
 A medula óssea caracteriza-se por ser um tecido mole e adiposo que preenche a 
cavidade interna de vários ossos. Nela estão presentes as células da linhagem 
hematopoiética mas também células do tecido conectivo e células do estroma, que incluem 
os adipócitos, fibroblastos, células endoteliais e macrófagos. As células hematopoiéticas 
localizam-se na porção mais periférica da cavidade medular (junto ao osso); as células 
mais diferenciadas encontram-se ao nível central da cavidade medular [5, 11]. 
 O timo é uma glândula que se situa na parte superior do tórax acima do coração. 
Ele consiste em dois lobos que se unem em frente à traqueia. Cada lobo é envolto de uma 
cápsula de tecido conjuntivo que os divide em vários lóbulos. Cada lóbulo, por sua vez, é 
organizado em dois compartimentos: o córtex, que é uma zona escura por possuir bastantes 
timócitos (células T imaturas); a medula, que é uma zona clara por ser fracamente povoada 
por timócitos. Ambas as zonas possuem ainda células epiteliais, células dendríticas e 
macrófagos que contribuem para o crescimento e maturação dos timócitos [4, 11]. 
 
 1.2.2. Órgãos linfóides secundários 
Os gânglios linfáticos, o baço e os tecidos linfóides associados às mucosas são 
considerados os órgãos linfóides secundários, pois é neles que os linfócitos maduros 
conseguem interatuar eficientemente com o antigénio [2]. 
Os gânglios linfáticos, ou nódulos linfáticos, são pequenos órgãos com a forma de 
um feijão. A linfa rica em antigénios circula no interior destes órgãos onde é filtrada, isto 
é, qualquer antigénio trazido pela mesma é captado pelas células fagocíticas e células 
dendríticas presentes nos nódulos linfáticos. Morfologicamente um gânglio linfático pode 
ser dividido em três regiões: o córtex, o paracortex e a medula [1, 3, 4]. O córtex, a região 
mais externa, contêm essencialmente linfócitos B, macrófagos e células dendríticas 
organizados nos folículos primários que, como resposta a um estímulo antigénico, se 
tornam maiores formando os folículos secundários. Estes últimos caracterizam-se por 
possuir um centro germinativo, onde os linfócitos B são estimulados por antigénios e 
células T auxiliares a gerarem células de memória. O paracórtex, abaixo do córtex, contém 
essencialmente linfócitos T e células dendríticas interdigitantes. A medula é a camada mais 
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interna dos gânglios e é escassamente povoada pelas células linfocíticas, possuindo 
contudo muitas células plasmáticas a secretar anticorpos [1, 11] 
O baço é um órgão grande e ovoide localizado na cavidade abdominal esquerda. 
Enquanto que os nódulos linfáticos captam o antigénio vindo de tecidos e são suprimidos 
por veias linfáticas, o baço é especializado em filtrar e captar antigénios presentes no 
sangue, sendo suprimidos pela artéria esplénica. [1, 5, 11]. Os tecidos linfóides associados 
às mucosas estão localizados, tal como o nome indica, junto às mucosas, e têm a 
capacidade de endocitar um antigénio a partir do lúmen. Exemplos são as membranas 
mucosas que revestem o sistema digestivo e respiratório [2]. 
Depois de os linfócitos maturarem corretamente eles passam a designar-se de 
imunocompetentes, isto é, passam a ter capacidade de produzir uma resposta imune 
específica. 
 
      1.3. A resposta imune 
 A imunidade define-se com todos os mecanismos de defesa que o nosso organismo 
dispõe para a proteção de doenças infeciosas. Este processo de reação do sistema 
imunológico pode dividir-se em dois tipos de resposta: a resposta imunológica inata ou 
natural e a resposta imunológica adquirida ou adaptativa. Estas duas respostas são 
mediadas pelas células do sistema imune e por citocinas, e estão inter-relacionadas, sendo 
a expressão do sistema imunológico [1, 2]. 
 
 1.3.1. Citocinas: mediadores solúveis da resposta imunológica 
 O desenvolvimento de uma resposta imune, quer inata quer adaptativa, efetiva 
necessita, para além das células envolvidas, de um grupo de proteínas que se designam de 
citocinas e que estabelecem a comunicação entre as células que desenvolvem a resposta. 
As citocinas são péptidos ou glicoproteínas secretadas essencialmente pelas células do 
sistema imune como resposta a um dado estímulo. Elas ligam-se a recetores específicos 
localizados na membrana celular das células alvo [2, 3]. 
 Se as citocinas são secretadas por leucócitos e/ou atuam em outros leucócitos elas 
são designadas de interleucinas (IL). Estas são classificadas pelo respetivo número, mas 
existem interleucinas que são conhecidas pelo próprio nome. As citocinas são designadas 
de quimiocinas quando elas exercem uma ação quimiotática. Apesar de a maior parte das 
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células dos sistema imune conseguir secretar citocinas, os principais produtores são as 
células T auxiliares e as APC [2, 3]. 
 
 1.3.2. Imunidade inata ou natural 
 A imunidade inata, também designada de natural ou não-específica compreende 
essencialmente quatro tipos de barreiras: anatómicas, fisiológicas, fagocíticas e 
inflamatórias [2, 6, 12]. As barreiras anatómicas e físicas que previnem a entrada dos 
organismos patogénicos são a primeira linha de defesa contra a infeção. Dentro desta 
categoria temos, por exemplo, a pele que, desde que íntegra, é praticamente impenetrável, 
Como barreiras fisiológicas temos, por exemplo, a temperatura e o pH [2, 3, 6]. 
A fagocitose é um dos principais mecanismos de suporte da imunidade inata. Ela 
define-se com o processo pelo qual o material particulado, com bactérias, é ingerido pelas 
células fagocíticas e, depois, destruído e neutralizado. Os principais tipos de células 
fagocíticas são os monócitos, neutrófilos e macrófagos. Estas células possuem movimentos 
ameboides que lhes permite deslocar para o local da infeção como resposta a estímulos 
químicos de atracão desencadeados pelas quimiocinas. Este processo de migração, 
designado de diapedese, é facilitado pelo aparecimento de moléculas de adesão, quer nas 
células fagocíticas, quer nas células epiteliais [1, 3]. 
As células dendríticas são também capazes de fagocitar microrganismos e a sua 
estimulação é um passo indispensável para se iniciar uma resposta adaptativa. Temos ainda 
os mastócitos, que são também importantes na imunidade inata pois produzem mediadores 
inflamatórios que têm um papel importante no recrutamento de leucócitos para o foco 
inflamatório. Alguns linfócitos podem ter funções citotóxicas contra células-alvo não 
necessitando de qualquer tipo de sensibilização. Exemplos são as células NK e os 
linfócitos T γδ [1, 2].  
 
1.3.3. Imunidade adquirida ou adaptativa 
Quando a eliminação e neutralização dos antigénios estranhos ao organismo não foi 
conseguida pela imunidade inata, passa a desenvolver-se uma imunidade adquirida (ou 
adaptativa) onde existe a capacidade de um reconhecimento e de uma eliminação seletiva e 
específica dos antigénios desconhecidos [1].  
Este tipo de imunidade exibe essencialmente quatro características: especificidade 
antigénica, pois os anticorpos conseguem distinguir pequenas diferenças entre os 
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antigénios; diversidade, que advém do sistema imune ser capaz de reconhecer biliões de 
estruturas únicas nos diferentes microrganismos; memória imunológica, que permite que, 
num segundo contacto com o mesmo antigénio, a resposta imune seja mais rápida e mais 
intensa; reconhecimento do próprio e do não-próprio, pois o sistema imune no seu estado 
normal apenas responde aos antigénios que lhe são estranhos [1, 2]. 
A imunidade adquirida pode se dividir em dois tipos que a caracterizam: a 
imunidade humoral, onde a resposta imunológica é mediada pelos anticorpos produzidos 
pelos linfócitos B; a imunidade celular, onde a resposta imunológica é mediada 
principalmente pelos linfócitos T que têm a capacidade de reconhecer e lisar células 
portadoras de antigénios estranhos ao nosso organismo [2, 3]. A ativação da imunidade 
humoral e da imunidade celular do sistema imune necessita de citocinas que são 
produzidas maioritariamente pelos linfócitos T auxiliares. Os linfócitos são ativados pelas 
células apresentadoras de antigénios, após o reconhecimento do antigénio pelo TCR que 
lhe é apresentado através das moléculas de MHC das APC. A migração dos linfócitos 
ativados para o local da infeção depende da expressão de moléculas de adesão, que nas 
células endoteliais, quer nos próprios linfócitos, as quais são induzidas por citocinas 
específicas [1, 2]. 
É de se notar que a imunidade adaptativa não é independente da inata, nem vice-
versa. Pelo contrário, estes dois tipos de imunidade interatuam como um sistema 
cooperativo. Por exemplo, muitos dos fatores solúveis produzidos na resposta adquirida 
controlam ações das células envolvidas na resposta inata, como são as células fagocíticas. 
Com papéis que podem mesmo sobrepor-se, estes dois sistemas trabalham conjuntamente 
formando uma barreira efetiva contra a infeção [1, 2, 13]. 
 Tendo em conta que o trabalho desenvolvido no âmbito do mestrado se baseia em 
subpopulações de células T, irá ser feita, seguidamente, uma descrição mais alargada dos 
linfócitos T e das suas subpopulações. 
 
2. LINFÓCITOS T 
 Como vimos anteriormente, os linfócitos T pertencem a um grupo dos leucócitos e 
são os principais efetores da imunidade celular. Eles distinguem-se de outros linfócitos 
pela presença do complexo TCR-CD3 à superfície da membrana, e são designados por 
linfócitos T por realizaram a sua maturação no timo.  
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     2.1. Maturação dos linfócitos T 
 As células progenitoras dos linfócitos T migram da medula óssea para o timo onde 
vão sofrer maturação. Após a entrada destas células no córtex do timo, elas começam a 
proliferar dando origem a uma grande população de timócitos (linfócitos T imaturos). 
Estas células são normalmente designadas de duplamente negativas por ainda não 
possuírem os marcadores CD4 e CD8 característicos de subpopulações dos linfócitos T. 
Após reações complexas onde há a formação da cadeia β do TCR, estas células passam a 
expressar à sua superfície um pré-TCR. Subsequentemente expressam também os 
marcadores CD4 e CD8, passando a designarem-se de células duplamente positivas. Por 
fim ocorre o rearranjo dos genes da cadeia α do TCR. Existe uma pequena subpopulação 
de linfócitos T que se caracteriza por possuir um TCR constituído pelas cadeias γ e δ e que 
são células duplamente negativas; elas são designadas de linfócitos T CD3 γδ [2-4, 14]. 
As células duplamente positivas podem então passar por um processo de seleção 
que se divide em duas fases: a seleção positiva, que permite a sobrevivência apenas dos 
timócitos cujo TCR é capaz de ligar e reconhecer moléculas do MHC próprias; a seleção 
negativa, que elimina os timócitos que tenham uma afinidade demasiado elevada com as 
moléculas do MHC ou com os antigénios apresentados pelas moléculas do MHC [2, 14]. 
Os timócitos duplamente positivos que expressam o complexo TCR-CD3 e que 
sobrevivem à seleção tímica desenvolvem-se depois em timócitos CD4+ e em timócitos 
CD8+. Estes timócitos sofrem uma nova seleção negativa e vão, por fim, para a corrente 
sanguínea, onde se passam a designar de linfócitos T naïve, isto é, linfócitos que nunca 
interatuaram com um antigénio. Existem essencialmente dois tipos de linfócitos T naïve: 
os linfócitos T CD4, que se caracterizam pela expressão da molécula membranar CD4 e 
que apenas reconhecem antigénios ligados às moléculas de MHC classe II; e os linfócitos 
T CD8, que se caracterizam pela expressão da molécula membranar CD8 e que 
reconhecem apenas os antigénios ligados às moléculas de MHC classe I [2, 14].  
 
     2.2. Ativação dos linfócitos T 
 A ativação dos linfócitos T naïve é essencial para que eles possam vir a desenvolver 
uma resposta. A interação do complexo TCR-CD3, presente tanto nos linfócitos CD4 como 
nos linfócitos CD8, com as moléculas de MHC classe II e MHC classe I, respetivamente, é 
o sinal de ativação primário que confere especificidade à resposta do linfócito T. No 
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entanto as células T naïve necessitam de mais do que um sinal para a sua ativação, sinais 
estes denominados de acessórios. Exemplos são os transmitidos pelos co-recetores CD4 e 
CD8 e os transmitidos pelo recetor CD28, que se liga à proteína B7-1 ou B7-2 das células 
APC. Estes sinais levam a que a célula T induza a transcrição da citocina IL-2 e a 
transcrição da cadeia α (o CD25) do recetor desta citocina. Esta cadeia vai-se ligar às 
cadeias β e γ desse recetor, formando então o recetor de IL-2 de alta afinidade [2, 3, 15].  
Em síntese, são necessários três sinais para a ativação dos linfócitos T: ligação do 
TCR-CD3 ao complexo MHC-antigénio; ligação do CD28 a B7-1 ou B7-2; ligação de IL-2 
ao seu recetor. Caso não exista um destes sinais os linfócitos podem ficar num estado de 
anergia que se caracteriza por uma ausência de resposta a estímulos externos. 
 
     2.3. Diferentes tipos e subtipos de linfócitos T 
 Como resultado da ativação, os linfócitos T naïve que reconheceram o antigénio 
sofrem um processo de expansão clonal e dão origem, por diferenciação, a linfócitos T de 
memória e a linfócitos T efetores. Esta proliferação é promovida principalmente pela 
citocina IL-2 produzida pelos próprios linfócitos em divisão (ação autócrina) [1-3]. 
Os linfócitos T efetores são células ativadas e realizam funções específicas, que 
dependem do tipo de célula que lhe deu origem. Os linfócitos T CD4 efetores têm como 
função essencial ajudar outras células a desempenhar as suas funções, sendo por isso 
comummente designados de linfócitos T auxiliares (Th, do inglês T helper). Os linfócitos 
T CD8 ativados desempenham funções efetoras mais diretas, sendo também designados de 
linfócitos T citotóxicos (Tc, do inglês T cytotoxic) [1-3]. 
 Os linfócitos T de memória são células resting mas com capacidade de resposta a 
nova exposição do mesmo antigénio. Estas células possuem um tempo de vida muito maior 
e respondem mais rapidamente ao mesmo antigénio num segundo contacto com o mesmo, 
gerando uma resposta secundária [1-3]. 
 
2.3.1. Diferenciação e função dos linfócitos T CD4 
 Após a ativação dos linfócitos T CD4 (ou Th), que ocorre, como vimos, pela 
apresentação do antigénio pelas APC através das moléculas de MHC de classe II, estes 
diferenciam-se, sob a influência de sinais de polarização e fatores de transcrição, numa das 
duas principais subpopulações seguintes: linfócitos Th1 ou linfócitos Th2. Estas 
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subpopulações estão bem definidas e distinguem-se pelo padrão de citocinas que segregam 
que determina, em grande parte, a sua função [1, 16] 
 Os linfócitos Th1 originam-se como resposta à produção de IL-12 e interferões 
(IFN, do inglês interferon) pelas células dendríticas e pelas células NK [17-19] que ativam 
os fatores de transcrição T-bet (do inglês, T-box-expressed-in-T-cells) e STAT-4 (do 
inglês, Signal Transducer and Activator of Transcription) presentes nestas células [20, 21]. 
As células Th1 caracterizam-se por produzirem essencialmente IFN-γ, entre outras 
citocinas como a IL-2 e o fator de necrose tumoral (TNF, do inglês tumor necrosis factor) 
[16-18]. Elas têm como função, quer pela ativação dos macrófagos quer pela ação do IFN-
γ, mediar a proteção contra bactérias intracelulares e vírus [20, 22], estando essencialmente 
envolvidas na imunidade celular [23, 24]. No entanto estes linfócitos parecem também 
estar envolvidos em doenças autoimunes [25]. 
 Os linfócitos Th2 originam-se na presença de IL-4 e na ausência de IL-12 [18] e 
pela ativação dos fatores de transcrição STAT-6 e GATA (da sequência Guanina-Adenina-
Timina-Adenina) 3 [19, 21]. Estas células caracterizam-se pela produção de IL-4, IL-5, IL-
9 e IL-13, mas não de IFN-γ [16, 17, 21]. Elas desenvolvem uma proteção contra parasitas 
extracelulares [20] e promovem a produção de anticorpos pelos linfócitos B e as respostas 
mediadas por eosinófilos e mastócitos [22], estando assim envolvidas essencialmente na 
imunidade humoral [23, 24]. Contudo os linfócitos Th2 estão também associados ao 
desenrolar de inflamações alérgicas e à asma [25]. 
 
      2.3.1.1. Linfócitos Th17 – um terceiro e novo tipo de células Th 
 A descoberta de um terceiro subtipo de células Th, designadas como Th17, ocorreu 
recentemente, no ano 2005, a partir de modelos de ratinhos. Estas células são consideradas 
distintas das células Th1 e Th2 não só pelo seu perfil de citocinas efetoras mas também 
pelo seu aparente desenvolvimento independente dessas células [26]. Apesar de a sua 
identificação ter ocorrido primeiramente no ratinho, estas células estão também presentes 
nos humanos. No entanto as características fenotípicas e funcionais bem como os 
mecanismos responsáveis para o seu desenvolvimento parecem ser diferentes entres estas 
duas espécies, sendo mais complexo em células humanas [21, 27]. De facto, vários 
princípios inicialmente propostos para os modelos de ratinhos foram amplamente aceites 
entre os investigadores, mas no que toca às células Th17 dos humanos, muitas das questões 
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mais simples são ainda contestadas [28]. Seguidamente irá ser referida a diferenciação e as 
características fenotípicas das células Th17 humanas; um resumo sobre estes tópicos pode 
ser visto na Figura 2. 
 
      2.3.1.1.1. Diferenciação dos linfócitos Th17 
 Apesar do conhecimento das células Th17 ter surgido a partir de modelos de ratos, 
estudos recentes, embora ainda algo contraditórios, têm demonstrado que os mecanismos 
de diferenciação das células Th17 humanas são bem diferente de que aqueles que ocorrem 
nos ratinhos [21, 26]. No entanto tudo é ainda muito especulativo. 
 
      2.3.1.1.1.a. Citocinas e fatores de transcrição envolvidos na regulação da 
diferenciação 
 A inteleucina-1β foi demonstrada como sendo uma citocina importante na 
diferenciação das células Th17 nos humanos. Além disso a IL-6 e a IL-23 parecem 
favorecer bastante a diferenciação destas células na presença de IL-1β, enquanto sozinhas 
apenas induzem a formação de uma pequena frequência de células Th17 [29-31]. Contudo 
o papel da citocina IL-23 na diferenciação destas células ainda não é bem claro, pois outros 
grupos descobriram que esta citocina não possui nenhum efeito para o desenvolvimento 
das Th17 [32], ou que é apenas importante para a sobrevivência das mesmas [27]. Também 
a citocina IL-21 parece de algum modo favorecer a diferenciação dos linfócitos Th17, 
tendo um papel autócrino nesta célula [33]. Relativamente à citocina IL-2 ainda não existe 
consenso sobre a sua ação ao nível da diferenciação destas células. Enquanto que alguns 
investigadores demonstram que ela parece não afetar de nenhum modo a diferenciação das 
células Th17 [29, 30], outros demonstram que a adição de IL-2 favorece a produção de IL-
17 pelas células Th17 [34, 35].  
Relativamente ao fator de crescimento transformante (TGF, do inglês transforming 
growth factor) β, a contradição que existe entre os investigadores é maior do que para as 
citocinas anteriores [17]. Estudos iniciais ao nível das células Th17 demonstraram que, ao 
contrário do que acontece nos ratinhos, o TGF-β não era necessário para a produção de IL-
17 pelas células Th17 humanas [29, 30, 32]. Por exemplo, Acosta Rdoriguez et al. 
demonstraram que as células Th17 humanas se originam a partir de células T naïve CD4 
pela presença de IL-1β e IL-6, enquanto que a adição de TGF-β inibe a sua diferenciação 
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[30]. Contudo, outros trabalhos publicados depois deste vieram evidenciar que, tal como 
no rato, o TGF-β é de facto necessário para a diferenciação das células Th17 humanas [31, 
33, 34]. 
As células Th1 e Th2 são conhecidas por se antagonizar uma à outra. Também as 
citocinas por elas produzidas foram demonstradas em diversos estudos como inibindo a 
diferenciação das células Th17, quer em ratos quer em humanos [26, 27, 29, 30, 36]. A 
citocina IL-17, no entanto, não parece inibir a diferenciação das células Th1 e Th2 ou fá-lo 
de um modo muito fraco, e assim as células Th1 e Th2 geralmente dominam as células 
Th17 [37]. Foi contudo notado que o TGF-β tem a capacidade de suprimir a produção das 
citocinas IFN-γ e a IL-4. Isto demonstra que o TGF-β poderá ter um papel importante na 
diferenciação das células Th17 favorecendo indiretamente a diferenciação dessas células 
pela inibição do desenvolvimento das células Th1 e Th2 [28, 38]. 
Nos ratos foi descoberto que existem fatores de transcrição críticos para a 
diferenciação das células Th17, tal como o retinoid-related orphan nuclear receptor 
(ROR) γt [39]. A subfamília do ROR humano consiste em três membros: RORA, RORB e 
RORC. Este último membro existe em duas isoformas: RORC1 e RORC2. A homologia na 
sequência do RORγt e do RORC2 veio sugerir que o RORC2 é o fator de transcrição chave 
para a diferenciação das células humanas Th17, apesar de ele não ser exclusivo destas 
células [29, 31, 34, 40]. Este fator parece ser induzido pelo TGF-β, sugerindo mais uma 
vez um papel importante desta proteína na diferenciação das células Th17 [40]. Outros 
estudos indicam que também a IL-21 ou o IL-6 são necessários para este favorecimento 
[33].  
Yang et al. propuseram que um outro fator de transcrição, em combinação com o 
RORC2, poderá estar também envolvido no desenvolvimento das células Th17 já que o 
RORC2 por si só não é suficiente para induzir grandes quantidades de IL-17 [33, 35]. 
Apesar de o conhecimento acerca de outros fatores de transcrição envolvidos na 
diferenciação das células Th17 ser pequeno, parece que o fator de transcrição STAT-3 está 
também envolvido nesta função. Esta constatação baseou-se em estudos onde pacientes 
com síndrome de hiper-IgE que possuem mutações dominantes autossómicas no gene 
STAT3 demonstravam uma deficiência na diferenciação das células Th17 [41].  
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Figura 2. Regulação da diferenciação das células Th17 e citocinas por elas produzidas.             
As interleucinas IL-1β, IL-21 e IL-6 favorecem a expressão do fator de transcrição RORC2 
através do fator de transcrição STAT3, induzindo a diferenciação das células Th17. As citocinas 
IL-4 e IL-12+IFNγ suprimem o RORC2 pois favorecem os fatores de transcrição GATA-3 e T-
bet, respetivamente, inibindo assim a diferenciação das células Th17. A expressão de RORC2 
induz a expressão de IL-17. O aumento da expressão de RORC2 induz a expressão das citocinas 
IL-26 e IL-22 e dos recetores CCR6, CCR4, IL-23R e CD161. O papel do TGF-β ainda está por se 
esclarecer (adaptado de [42]). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
          2.3.1.1.1.b. Células apresentadoras de antigénios envolvidas na diferenciação 
Como vimos, as APC desempenham um papel essencial no controlo das respostas 
imunes, pois elas secretam citocinas e apresentam o antigénio às células T CD4 que as leva 
a diferenciarem-se em linhagens distintas [42]. 
A produção das diferentes citocinas essenciais para a diferenciação das células 
Th17 é também promovida pelas células APC ativadas. Acosta-Rodriguez et al., 
demonstraram que os monócitos ativados por lipopolissacarídeos, e especialmente aqueles 
também ativados por peptidoglicano, são os mais eficientes na indução da diferenciação 
das células Th17, pois eles produzem grandes quantidades de IL-1β e de IL-6 como 
resposta a essa molécula. Viram ainda que as células dendríticas circulantes são também 
capazes de induzir a diferenciação das células em questão, especialmente quando 
estimuladas por peptidoglicano. Pelo contrário, as células dendríticas derivadas de 
monócitos não induzem esta diferenciação pois produzem essencialmente IL-12, uma 
citocina inibidora da diferenciação das células Th17 [30, 43]. Também Benwell et al. 
demonstraram que a diferenciação das células Th17 é favorecida por célula dendríticas 
ativadas por lipopolissacarídeos [44]. A interação das células dendríticas com estas células 
pode ser vista na Figura 3. 
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    2.3.1.1.2. Características dos linfócitos Th17 
A caracterização dos marcadores específicos e das citocinas que definem as células 
Th17 humanas é essencial para que se possa identificar e localizar essas células nos tecidos 
durante a inflamação [45]. Exemplos destes são descritos seguidamente.  
 
           2.3.1.1.2.a. Citocinas expressas pelas células Th17 
As células Th17 caracterizam-se essencialmente pela produção de interleucina 17 
(IL-17), e daí o nome destas células. A citocina IL-17, também conhecida como IL-17A, é 
uma glicoproteína de aproximadamente 20 kDa (155 aminoácidos) pertencente a uma 
família de seis citocinas conhecidas como IL-17A a IL-17F [46]. Ela tem como recetor 
alvo o recetor de IL-17 (IL-17R), uma proteína transmembranar do tipo I que tem uma 
ampla distribuição nos tecidos [22]. A sua produção é bastante elevada quando as citocinas 
TGF-β, IL-23 e as citocinas pró-inflamatórias IL-1β, IL-6 e TNF-α, bem como o fator de 
transcrição RORC2 participam na sua indução. As células Th17 também expressam a 
citocina IL-17F para além da IL-17A; estas duas citocinas homodimericas encerram uma 
homologia de 55% dos aminoácidos e possuem o mesmo recetor, sendo ambas reguladas 
por mecanismos similares [47, 48]. A expressão de IL-17F está menos associada ao RORC 
do que a expressão de IL-17A [31]. No entanto ambas as citocinas, mas de forma mais 
intensa a IL-17A, são importantes mediadoras da inflamação nos tecidos, induzem o 
recrutamento e a ativação dos neutrófilos, e estes, por sua vez, o recrutamento das células 
Th17 [49], e desencadeiam a produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias por 
Figura 3. Interação das células dendríticas com as células Th17 e Th1 (adaptado de [45]) 
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várias células como células epiteliais, células endoteliais e macrófagos, criando-se uma 
ligação entre a resposta inata e a adquirida [20, 22, 28, 46]. 
Embora a IL-17 seja a citocina marcante das células Th17, estas células também 
produzem outras citocinas com carácter inflamatório, que podem desempenhar um papel 
importante em determinadas doenças se produzidas em excesso [28, 50]. Elas incluem a 
IL-6, IL-10 [31], IL-21, IL-22, IL-26, o TNF-α e a quimiocina CCL20 [27, 29, 30, 32, 51].  
Cada uma das citocinas associadas com a célula Th17 é regulada de uma forma 
específica. Isto sugere que as citocinas que promovem o desenvolvimento das células Th17 
controlam não só a quantidade de IL-17 produzida mas também modulam qualitativamente 
e quantitativamente o perfil global de citocinas produzidas por estas células. [31, 33].  
  
           2.3.1.1.2.b. Recetores expressos pelas células Th17 e sua função 
A presença de recetores de quimiocinas na superfície das células T é bastante 
importante na medida em que são eles que medeiam o tráfico dessas células ativadas para 
os tecidos lesados. Para além disso, cada subtipo de célula T expressa tipicamente um 
padrão único de recetores de quimiocinas criando-se assim uma forma de se identificar os 
diversos subgrupos de células T [28]. 
Diversos estudos têm demonstrado que as células Th17 de memória e naïve, quer 
humanas quer do rato, expressam preferencialmente o recetor CCR6, recetor da quimiocina 
CCL20 [20, 27, 30, 52]. Este recetor tem demonstrado desempenhar um importante papel 
no recrutamento de células T em muitas doenças inflamatórias associadas com a citocina 
IL-17 [28, 43]. No entanto, nem todas as células que expressam CCR6 são células Th17. 
Dentro da população CCR6+, as células que expressam também CCR4 são de facto as 
células Th17 clássicas, isto é, aquelas que expressam IL-17, mas as que expressam o 
recetor CXCR3 além do CCR6 são células do tipo Th1 ou então células duplamente 
positivas (células capazes de secretar IL-17 e IFN-γ, como veremos mais à frente). A maior 
parte da expressão de RORC2 ocorre na população CCR6+CCR4+ [20, 32, 45]. 
As células Th17 expressam também o recetor da citocina IL-23 (IL-23R), cuja 
quantidade é sete vezes maior do que o presente nas células Th1. A sua expressão é inibida 
pelo IFN-γ [26, 29] e favorecida pelas citocinas que participam na diferenciação das 
células Th17, inclusive o seu próprio agonista IL-23 [21, 31]. Como vimos, parece que a 
Introdução 
19 
 
ativação deste recetor após o contacto com o seu ligando esteja envolvida apenas na 
sobrevivência destas células [27]. 
Num estudo feito por Cosmi et al., foi demonstrado que as células Th17 humanas 
expressam na sua superfície o CD161 [51]. Estes investigadores descobriram que as 
células humanas produtoras de IL-17 podem originar-se a partir de células T precursoras 
CD4+CD161+ caso estas células sejam ativadas na presença de IL-1β e IL-23 e na ausência 
aparente de TGF-β. Foi proposto que a sua expressão pode ter um papel crucial na 
modulação da expansão das células Th17 [53], ou que permite a migração transendotelial 
das células Th17 efetoras para os tecidos [18]. Apesar do significado da expressão de 
CD161 pelas células Th17 de memória ou ativadas ainda não estar claro, o CD161, em 
conjunto com o CCR6, podem representar marcadores importantes para a deteção e 
isolamento das células Th17 humanas [17, 18]. 
 
           2.3.1.1.3. Plasticidade das células Th17  
Vimos até agora que as células Th17 produzem essencialmente interleucina-17 e 
não produzem a citocina IFN-γ característica das células Th1. Contudo vários estudos 
realizados vieram demonstrar que existem algumas células Th17 que são capazes de 
produzir tanto IL-17 como IFN-γ, células classificadas como “Th17/Th1” ou como células 
duplamente positivas (IFN-γ+ IL-17+) [20, 27, 32, 54], e que as células Th17 podem 
mesmo originar células do tipo Th1 quando estão na presença de IL-12 [27]. Estas 
observações levaram a concluir que as células Th17 podem possuir uma capacidade de se 
converter em células Th1, possuindo plasticidade [55]. 
O desenvolvimento das células IFN-γ+ IL-17+ é inibido na presença de TGF-β, 
havendo apenas indução das células IL-17+ IFN- γ- principalmente na presença das 
citocinas IL-1β e IL-23 [17]. Annuziato et al. vieram evidenciar que estas células, quando 
expandidas in vitro, possuem, tal como as células Th17, expressão de IL-23R, CCR6, e o 
fator de transcrição RORC. Ambos os tipos de células demonstraram ainda uma excelente 
capacidade de ajudar as células B na produção de IgM, IgG e IgA, mas não IgE, uma baixa 
capacidade proliferativa e um baixo potencial citotóxico [27, 43]. Não existem dados que 
clarifiquem o papel específico destas células duplamente positivas; contudo tanto o IFN-γ 
como a IL-17 são importantes mediadores de inflamação [28]. 
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 Para além da capacidade das células Th17 se poderem converter nas células 
descritas anteriormente, também parece existir plasticidade entre as células Th17 e as 
células T reguladoras. Estas, estimuladas na presença de IL-6, podem ser induzidas a 
produzir IL-17, sugerindo que as células T reguladoras maturas podem dar origem a 
células do tipo Th17 [56]. 
 
      2.3.1.2. Linfócitos T auxiliares foliculares ou Tfh 
 Como vimos anteriormente, as respostas imunológicas mediadas por anticorpos são 
largamente dependentes da ajuda fornecida pelos linfócitos T CD4. Para além destes 
linfócitos produzirem, após ativados, citocinas que ajudam na ativação destas respostas, 
eles são também fundamentais na formação dos centros germinais pela estimulação dos 
linfócitos B.  
De entre os diversos subtipos de linfócitos T CD4+, tornou-se claro que os que se 
caracterizam pela presença do recetor de quimiocina 5 do tipo CXC (CXCR5, CXC-
chemokine receptor 5) são importantes para a formação dos folículos com linfócitos B nos 
órgãos linfoides secundários. Após a interação do recetor CXCR5 com o seu ligando 
CXCL13 (CXC-chemokine ligand 13) que é produzido pelas células foliculares [57], essas 
células vão para os centros germinais dos órgãos linfoides secundários, onde promovem a 
diferenciação dos linfócitos B em células B de memória e células plasmáticas [58, 59]. 
Devido à sua localização (folículos linfoides secundários) e função, estas células foram 
designadas de células T auxiliares foliculares (Tfh, T follicular helper cells) [60, 61].  
 
2.3.1.2.1. Características fenotípicas e funcionais dos linfócitos Tfh 
 Para além do recetor CXCR5, os linfócitos Tfh expressam várias outras moléculas 
que não só ajudam na sua identificação, como também desempenham funções importante 
na sua interação com os linfócitos B.  
O recetor ICOS (do inglês inducible co-stimulator) é uma das moléculas mais 
frequentemente expressa por estas células, e o nível de expressão desta molécula está 
diretamente relacionada com a quantidade de citocina IL-10 que as células Tfh produzem. 
Este par de moléculas tem um papel importante no suporte da diferenciação e do 
desenvolvimento das células B nos centros germinais [59, 62]. Os linfócitos Tfh expressam 
também a molécula PD-1 (do inglês programmed cell death-1), que tem um papel 
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importante na estabilidade das interações das células T com as células B, e a molécula SAP 
(do inglês. signaling lymphocytic activation molecule-associated protein), que para além 
de igualmente ajudar a se formarem interações estáveis entre as células T e B, suporta a 
formação dos linfócitos Tfh e a formação dos centros germinais [59, 63]. 
Uma das citocinas mais produzida pelas células Tfh é a IL-21. Esta citocina, através 
do seu recetor IL-21R presentes nas células B, estimula estas últimas a diferenciarem-se 
em células B produtoras de anticorpos [64]. Para além da IL-10 e da IL-21, citocinas cuja 
produção é induzida pelo recetor ICOS após interação com o seu ligando, este recetor 
induz ainda a célula Tfh a produzir de IL-2 e IL-4 [59].  
Apesar de estas moléculas serem das mais importantes expressas pelos linfócitos 
Tfh, estes expressam várias outras moléculas, como por exemplo a IL-6, IL-27, CD57, 
CD40L, CD154 [58, 65, 66]. 
 
2.3.1.2.2. Diferenciação dos linfócitos Tfh 
Ainda não se sabe muito bem como ocorre a diferenciação dos linfócitos Tfh. Para 
além disso ainda é desconhecido se estas células se diferenciam como um subtipo diferente 
de linfócitos ou se elas derivam das células Th1 ou Th2, apesar de existirem investigadores 
que tentam explicar cada uma destas hipóteses [67, 68].  
É no entanto relativamente consensual que estes linfócitos expressam grandes 
quantidades de Bcl-6 (do inglês B cell lymphoma 6), uma proteína necessária para o seu 
desenvolvimento. Esta proteína é preferencialmente expressa pelos linfócitos Tfh mas não 
pelos linfócitos Th1 e Th2 [57, 69]. Para além disso a expressão de BLIMP-1 (do inglês B 
lymphocyte-induced maturation protein 1l) é também importante na regulação da 
diferenciação dos linfócitos Tfh pois uma expressão elevada dessa proteína inibe o 
desenvolvimento dos mesmos. Temos assim que o balanço da expressão dos fatores de 
transcrição Bcl-6 e BLIMP-1 parece ser um elemento regulador essencial na indução da 
diferenciação dos linfócitos Tfh [57, 66].  
A interleucina IL-21 tem também um papel fundamental na regulação da 
diferenciação das células Tfh, pois favorece o fator de transcrição característico destas 
células, o Bcl-6. Ela tem assim um papel autócrino nos linfócitos Tfh, já que, como vimos, 
é também produzida pelos mesmos [64, 69]. 
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2.3.1.2.3. Relação dos linfócitos Tfh com outros subtipos de linfócitos T 
Embora os linfócitos Tfh possuam características que os distinguem de outros 
subtipos linfocitários, como são a elevada expressão de IL-21, do fator de transcrição Bcl-6 
e das moléculas co-estimulatórias ICOS e PD-1, ainda não é bem percetível se eles são 
uma subpopulação diferente de outros subtipos de linfócitos.  
Alguns estudos verificaram que os linfócitos Tfh conseguem produzir quantidades 
significativas de IFNγ, IL-4 e IL-17, citocinas que estão normalmente associadas às células 
Th1, Th2 e Th17, respetivamente [60, 70]. Daqui se depreende que os linfócitos Tfh 
partilham características fenotípicas com outros subtipos de linfócitos, estando de algum 
modo associados com eles. Em contrapartida, outros estudos demonstram que poucas são 
as características dos subtipos Th1, Th2 e Th17 que estão presentes nos linfócitos Tfh, 
demonstrado que estas células são diferentes daquelas [71, 72]. Assim sendo são 
necessárias mais investigações para que melhor se possa entender a relação que este 
subtipo celular possui com outros subtipos de linfócitos. 
 
2.3.1.2.4. Linfócitos Tfh do sangue periférico 
Como vimos os linfócitos Tfh estão presentes em grande número nas áreas 
foliculares e nos centros germinativos dos órgãos linfoides secundários, onde promovem a 
proliferação e a produção de anticorpos pelas células B. Contudo, uma pequena 
subpopulação de linfócitos T CD4 CXCR5+ está também presente no sangue periférico, 
como células T de memória [60, 61]. No entanto a relação destes linfócitos “circulantes” 
com os linfócitos Tfh têm sido bastante controversa, não sendo ainda bem conhecida. 
Inicialmente as células T CD4 CXCR5+ presentes no sangue foram interpretadas 
como sendo células Tfh de memória [73]. Todavia o facto dos linfócitos T CD4+ CXCR5+ 
do sangue, ao contrário do que acontece para os Tfh, não ajudarem in vitro os linfócitos B 
e do padrão de expressão génica ser diferente entre estes dois subtipos veio por em dúvida 
esta relação [71, 74]. Contudo, num estudo mais recente que os anteriores, Bossaller et al. 
veio sugerir que as células T CD4+ CXCR5+ do sangue aparentam ser células Tfh de 
memória que passaram por uma reação nos centros germinais [75]. 
Devido a nem sempre ser viável aceder ao tecido linfoide secundário para se 
estudar o envolvimento das células Tfh com as imunodeficiências e com a autoimunidade, 
vários investigadores têm usado as células T CD4+ CXCR5+ do sangue como uma 
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“medida” dos linfócitos Tfh, embora não se conheça bem a relação que existe entres estes 
dois tipos celulares [76]. Deste modo investigações realizadas recentemente têm-se 
preocupado em compreender se as células T CD4+ CXCR5+ do sangue são ou não 
diferentes dos linfócitos Tfh. Morita et al. e Chevalier et al. demonstraram que os 
linfócitos circulantes T CD4+ CXCR5+ secretam IL-21, expressam ICOS e Bcl-6 e 
induzem a produção de anticorpos pelas células B, sugerindo que eles realmente 
representam uma subpopulação circulante do tipo Tfh [77, 78]. Para além disso Morita e 
seus colaboradores sugeriram ainda que os linfócitos T CD4+ CXCR5+ do sangue 
periférico podem ser distinguidos nos diferentes subtipos de linfócitos (Th1, Th2 e Th17), 
e que são mais eficientes em induzir as células B naive a se diferenciarem em 
plasmoblastos do que as células as células T CD4+ CXCR5- [78]. Contudo são escassos os 
estudos que caracterizam funcionalmente os linfócitos T CD4+ CXCR5+ presentes no 
sangue, sendo assim necessária uma melhor caracterização destes linfócitos “circulantes”. 
  
2.3.2. Diferenciação e função dos linfócitos T CD8 
 Após a ativação dos linfócitos T CD8 (ou Tc), que ocorre, como vimos, pela 
apresentação do antigénio pelas APC através das moléculas de MHC de classe I, estes 
diferenciam-se em linfócitos T citotóxicos efetores. Os linfócitos Tc efetores caracterizam-
se por possuírem grânulos citoplasmáticos citotóxicos que estão associados à membrana, e 
que contêm perforinas e granzimas cuja função é destruir outras células [1, 2]. 
Existem também dois tipos de linfócitos T citotóxicos efetores: os linfócitos Tc1 e 
os linfócitos Tc2. As características fenotípicas e funcionais destes linfócitos assemelham-
se muito aos Th1 e Th2 referidos anteriormente, com as Tc1 a produzirem principalmente 
IFN-γ e as células Tc2 a produzirem essencialmente IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 [79]. 
 
      2.3.2.1. Linfócitos Tc17 – um terceiro e novo subtipo de células Tc 
A elucidação do papel e do fenótipo das células Th17, bem como o conhecimento 
que leva à sua diferenciação, atraiu bastante atenção por parte dos investigadores. Em 
contraste, muito menos se sabe acerca das Tc17, células T CD8 que produzem IL-17 [80, 
81]. Estas células, inicialmente identificadas nos ratos, foram também detetadas em 
humanos [52], mas o estudo do seu papel, fenótipo, e da sua diferenciação ao nível dos 
humanos é escasso.  
Introdução 
24 
 
Em comparação com as células Th17, a população de células Tc17 é muito menor. 
Contudo, parecem diferenciar-se na presença das mesmas citocinas que promovem a 
diferenciação das células Th17: IL-1β, IL-6 e IL-23 [81]. Expressam, tal como as Th17, o 
recetor CCR6 e o IL-23R [52, 81] e, ao contrário das Th17, parecem possuir uma 
expressão de CCR5 elevada e não expressam CCR4, o que faz supor que possuam uma 
diferente atividade quimiotática [80]. As células Tc17 expressam ainda, igualmente às 
células Th17, a molécula CD161, mas de uma forma mais intensa [82, 83]. Estes estudos 
fornecem ainda muito pouco conhecimento das células Tc17, sendo necessário uma maior 
investigação futura de tudo o que envolve este subtipo celular. Contudo a diferenciação, os 
fatores de transcrição, e o fenótipo das células Tc17 aparentam, na sua maioria, ser comuns 
aos das células Th17 [83].  
 
2.3.3. Linfócitos T reguladores 
 Os linfócitos T reguladores (Treg) constituem uma pequena fração (5 a 10%) dos 
linfócitos CD4+, sendo identificados ainda por uma elevada expressão de CD25 e também 
pelo fator de transcrição forkhead-box-P3. Eles têm a capacidade de regular as respostas 
imunológicas através de um contacto direto com a célula alvo e pela produção de citocinas 
como TGF-β, a IL-10 e a IL-23 ou pela libertação de perforinas e granzimas. O TGF-β 
induz ainda a expressão do forkhead-box-P3 de modo a manter a atividade supressiva 
destas células, e, na ausência de citocinas pro-inflamatórias, induz a diferenciação destes 
linfócitos [84, 85]. 
  
Cada um dos subtipos de linfócitos descritos, em conjunto com as restantes células 
do sistema imunitário, pratica então a defesa contra os microrganismos invasores. No 
entanto, quando o sistema imune não atua de forma correta na proteção do nosso 
organismo, diz-se que ocorre uma disfunção imune. São várias as manifestações da 
disfunção imune, sendo exemplos as imunodeficiências primárias, a alergia e as doenças 
autoimunes. O capítulo seguinte irá se focar nas doenças autoimunes, falando-se 
particularmente na Esclerose Sistémica e no papel que as células em estudo têm nesta 
doença. 
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3. DOENÇAS AUTOIMUNES 
 O sistema imune pode funcionar erradamente reagindo contra antigénios que são 
próprios do organismo, em vez de o fazer contra antigénios estranhos. Esta reposta 
inapropriada que se desenvolve é designada de autoimunidade e pode levar ao 
aparecimento de doenças autoimunes [3, 6]. 
 As doenças autoimunes representam um grupo muito heterogéneo que pode 
envolver praticamente todos os órgãos, afetando 5 a 7% da população humana. Do ponto 
de vista clínico, estas doenças podem ser divididas em duas grandes categorias: doenças 
autoimunes específicas de órgão ou doenças autoimunes sistémicas. Nas doenças 
autoimunes específicas de órgão, a resposta imune é direcionada a um antigénio específico 
de um único órgão ou glândula, sendo que as manifestações são limitadas a esse órgão; 
exemplos são a Tiroidite de Hashimoto, a Diabetes Mellitus tipo 1 e a doença de Graves. 
Nas doenças autoimunes sistémicas a resposta imune é direcionada contra uma ampla 
gama de antigénios alvo, envolvendo um grande número de órgãos e tecidos, cujo dano é 
bastante generalizado; exemplos são o Lupus Eritematoso Sistémico, que acomete vários 
tecidos, a Esclerose Múltipla, onde há lesão do sistema nervoso central, e a Esclerose 
Sistémica [2, 6, 86], doença em estudo neste trabalho e que será desenvolvida mais à 
frente. 
 Na maioria das doenças autoimunes a etiopatogenia e os fatores de iniciação da 
doença continuam por ser esclarecidos. No entanto é geralmente aceite que a sua 
etiopatogenia é multifatorial e que resulta da interação de fatores genéticos e ambientais 
que funcionam como iniciadores da doença. Dentro dos fatores genéticos, os genes que 
parecem conferir um risco mais elevado são os do complexo major de histocompatiblidade, 
principalmente os de classe II, envolvidos, como vimos, na apresentação antigénica aos 
linfócitos T CD4. Os haplotipos de MHC podem influenciar a suscetibilidade à 
autoimunidade devido a, por exemplo, uma ineficácia na apresentação de antigénios do 
próprio organismo no timo, resultando daí a não eliminação dos linfócitos T auto-reactivos 
ou a diminuição dos linfócitos T reguladores. Apesar dos fatores genéticos influenciarem 
estas doenças, é necessário um iniciador ambiental ou interno para o estabelecimento das 
mesmas. Exemplos destes iniciadores são as infeções microbianas, infeções virais, 
fármacos e químicos [1, 6]. 
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     3.1. Papel dos linfócitos Th17 e Tc17 nas doenças autoimunes 
 Até há pouco tempo acreditava-se que os linfócitos Th1, devido à produção 
essencial de citocinas pró-inflamatórias, tinham um papel crucial no desenvolvimento de 
doenças autoimunes, como por exemplo a Artrite Reumatoide e a Esclerose Múltipla [87-
89]. No entanto, este paradigma passou a ser contestado quando se observou que, em 
ratinhos, a ausência de sinalização pelo IFN-γ (citocina maioritariamente produzida pelas 
células Th1) e pela IL-12 (citocina essencial na sua ativação) não constituía uma 
resistência ao desenvolvimento da autoimunidade; pelo contrário, estes animais estavam 
mais suscetíveis a estas doenças, desenvolvendo uma resposta imune significativa e, por 
vezes, mais agravada [90, 91]. Estas descobertas, juntamente com o reconhecimento de que 
a expressão de IL-17 pode ser detetada numa grande variedade de doenças autoimunes 
[42], levou a perceção de que outras células Th efetoras sejam capazes de induzir e 
perpetuar a inflamação local e a autoimunidade [87, 88].  
 O conhecimento do novo subtipo de células Th17, e o facto de a IL-17 ser uma 
citocina pró-inflamatória principalmente produzida por estas células, levou a crer que a 
patogénese das doenças descritas, entre outras, esteja intimamente ligada com a presença 
das células Th17. De facto, a associação das células Th17 com inflamações patológicas 
está mais estabelecida do que o conhecimento que se possui acerca do seu papel nos 
mecanismos normais de defesa imune [45]. Aliás, os maiores avanços na compreensão das 
funções imunes destas células ocorreram a partir de estudos realizados em modelos de 
ratinhos de autoimunidade [88]. Exemplos são: a Encefalomielite Autoimune 
Experimental, um modelo de ratinho de esclerose múltipla; a Artrite Induzida por 
Colagénio, um modelo de ratinho de Artrite reumatoide; e ainda modelos de ratinhos de 
colite (inflamação do intestino). Na Encefalomielite Autoimune Experimental verificou-se 
que a deficiência de IL-17 ou o uso de anticorpos que bloqueiam esta citocina diminuiu a 
sua severidade [92]. No modelo Artrite Induzida por Colagénio, ratos tratados com 
antagonistas do recetor de IL-17 reduziram significativamente as manifestações da doença 
[93] e ainda o tratamento com anticorpos monoclonais anti-IL-17 levou a uma melhoria na 
destruição articular [94]. Nos modelos de ratinhos de colite verificou-se uma redução 
significativa na migração dos neutrófilos para o intestino e nas quimiocinas aquando o 
bloqueio do recetor da citocina IL-17 [95]. 
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 Nos humanos existem também alguns estudos que sugerem um papel importante da 
citocina característica das células Th17 na patogénese de doenças autoimunes, apesar de 
serem menos elucidativos. Uma das doenças onde se verifica este comprometimento é na 
Artrite Reumatoide. Foi verificado que nesta doença os níveis de IL-17 estão elevados no 
líquido sinovial (líquido das cavidades articulares) e no soro dos doentes com Artrite 
Reumatoide [96-98]. Para além disto outros estudos demonstraram que a citocina IL-17 
promove a destruição da cartilagem, inibe a síntese de colagénio e induz a reabsorção 
óssea em pacientes com a doença [99, 100]. Estes resultados, em conjunto com os 
resultados de Lepie, et al, que demonstraram que as células Th17 e a citocina IL-17 estão 
aumentadas no sangue periférico de indivíduos com Artrite Reumatóide, indicam que as 
células Th17 estão implicadas no desenvolvimento e progressão desta doença [101]. 
 Para além da Artrite Reumatóide, também na Esclerose Múltipla foi proposto um 
papel patogénico das células Th17. Em 1999, Matusevicius et al. verificaram que o mRNA 
da citocina IL-17 estava aumentado no sangue e no fluido cérebroespinal de pacientes com 
Esclerose Múltipla [102]. Em outro estudo de 2002, Lock et al. mostraram que a citocina 
IL-17 estava muito expressa em lesões do sistema nervoso central de pacientes com esta 
patologia [103]. Além disso, estudos de células humanas realizados in vitro demonstraram 
que os linfócitos Th17 conseguem atravessar a barreira hemato-encefálica e destruir os 
neurónios pela libertação de granzima B, promovendo a inflamação do sistema nervoso 
central e a infiltração de outras células inflamatórias [104]. Mais recentemente Tzartos e os 
seus colaboradores descobriram a presença de linfócitos IL-17 positivos em lesões 
cerebrais de pacientes com Esclerose Múltipla [105]. 
  A relação das células Th17 com Lupus Eritematoso Sistémico é muito menos clara 
e ainda pouco se sabe; de facto o seu envolvimento na patogénese desta doença ainda 
possui poucos estudos [87, 106]. Em estudos recentes, foram detetados níveis elevados de 
IL-17 no soro de pacientes com Lupus Eritematoso Sistémico [107, 108] e ainda uma 
proporção aumentada de células Th17 no sangue periférico de pacientes com esta doença 
[109]. O papel patogénico das células Th17 também tem sido proposto em outras doenças 
autoimunes, como são por exemplo a Psoríase e as doenças inflamatórias intestinais, 
principalmente a doença de Crohn e a Colite ulcerativa [88, 110].  
 Relativamente às células Tc17, tal como acontece com o conhecimento da sua 
diferenciação e características fenotípicas, ainda são escassos os estudos que envolvem esta 
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célula com as doenças autoimunes. Ortega et al. demonstraram uma quantidade elevada de 
células Tc17 em lesões da pele de doentes com Psoríase [81]. Estas células também se 
encontram elevadas no sangue periférico de doentes com Artrite Reumatóide [111] e de 
doentes com Lupus Eritematoso Sistémico [109]. 
 Todos estes estudos levam a crer que a regulação inapropriada das células Th17 e 
das células Tc17 poderá tem um papel fundamental no desenvolvimento das várias doenças 
autoimunes. 
    
     3.2. Papel dos linfócitos Tfh na doenças autoimunes 
 Embora o conhecimento que envolve os linfócitos Tfh seja relativamente pequeno, 
existem investigações que provam que estas células estão envolvidas em algumas doenças 
autoimunes. Estudos em ratinhos demonstraram que a citocina IL-21 parece ser crítica para 
o desenvolvimento de Lupus, pois a sua sobreprodução acompanhada com o aumento do 
desenvolvimento das células Tfh levou ao desenvolvimento de uma doença tipo Lupus 
[112]. 
Em humanos também se sugere que a expansão das células Tfh está envolvida no 
desenvolvimento de Lupus Eritmatoso Sistémico, pois demonstrou-se um aumento da 
frequência de células T CD4 a expressar ICOS (molécula bastante expressa pelas células 
Tfh) no sangue periférico de doentes com esta doença [113]. Mais recentemente Simpson e 
os seus colaboradores demonstraram que estas células estavam aumentadas no sangue 
periférico de um subtipo de doentes com Lupus [114], reforçando a ideia do envolvimento 
das células Tfh nesta doença. 
Existem ainda evidências de que as células Tfh têm um papel importante no 
desenvolvimento de Sindorme de Sjogren [115] e que as células Th17 CXCR5+ estão 
aumentadas em Dermatomiosite Juvenil [78]. Embora ainda não se compreenda bem o 
papel destas células na autoimunidade, todos estes estudos fortalecem a ideia de que as 
células Tfh estão de algum modo envolvidas em doenças caracterizadas por uma 
desregulação autoimune. 
 
     3.3. Esclerose Sistémica 
A Esclerose Sistémica (SSc, do inglês Systemic Sclerosis), também conhecida como 
esclerodermia ou esclerose sistémica progressiva, é uma doença reumática autoimune 
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sistémica do tecido conjuntivo, caracterizada por alterações do sistema vascular e imune, 
que levam à fibrose da pele e órgãos internos [116, 117]. A SSc, provavelmente a doença 
do tecido conjuntivo mais grave, é uma doença rara com importantes manifestações 
clínicas que levam a uma elevada morbilidade e mortalidade entre as doenças reumáticas 
[116, 118], sendo o envolvimento dos pulmões a causa mais comum de morte nesta doença 
[119].  
Devido à sua relativa raridade e às características diversas da esclerose sistémica, 
os estudos acerca da sua epidemologia têm sido difíceis de realizar. Para além disso, a 
incidência e a prevalência da SSc varia muito dependendo da localização geográfica e da 
etnia [120]. Esta doença afeta principalmente mulheres, com um rácio mulheres/homens 
variando de 1:1 para 14:1, na faixa etária dos 40 aos 60 anos de idade [120, 121]. A 
prevalência parece ser consistentemente maior nos EUA em comparação com a Europa ou 
Japão. Embora existam variações geográficas entre os diversos continentes, na Europa 
tem-se verificado uma menor prevalência da SSc nos países do norte [122, 123]. 
 
3.3.1 Alterações patológicas características 
 A pele é o órgão mais afetado nos doentes com Esclerose Sistémica. As alterações 
patológicas que nela ocorrem nos pacientes afetados dependem, em parte, da precocidade 
das lesões e do subtipo de doença que o paciente possui [116, 124]. Contudo, as três 
principais alterações são o aumento da quantidade de colagénio, vasos sanguíneos lesados 
e infiltrados inflamatórios que se localizam em redor dos pequenos vasos sanguíneos da 
derme, na derme inferior e subcutaneamente [6, 116]. 
 Os órgãos internos, como os pulmões, o trato gastrointestinal, os rins e o coração, 
são também geralmente afetados por esta doença, principalmente pela fibrose que se 
desenvolve. Os pulmões podem ser afetados por uma pneumonia intersticial não específica 
levando a uma fibrose pulmonar e, mais tardiamente, ao espessamento da membrana 
alveolar. No trato gastrointestinal, a atrofia das fibras musculares lisas é a lesão mais 
característica, levando à dismotilidade do tubo digestivo. O rim é principalmente afetado 
por hiperplasia das artérias interlobulares (ramificações das artérias que o constituem). No 
coração ocorre a degeneração das fibras do miocárdio e uma fibrose intersticial em redor 
dos vasos sanguíneos [6, 116, 124].  
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3.3.2. Classificação dos diferentes tipos de esclerose sistémica 
 Os pacientes com Esclerose Sistémica são geralmente classificados em dois 
subtipos clínicos principais, especialmente de acordo com a extensão e o padrão de 
envolvimento da pele: SSc limitada e SSc difusa. A intensidade e a extensão do 
espessamento cutâneo são avaliadas através da palpação da pele utilizando o score de 
Rodnan modificado, que avalia o espessamento cutâneo em 17 sítios anatómicos usando 
uma escala de 0 (pele normal) a 3 (espessamento cutâneo grave) [125]. 
 A SSc limitada caracteriza-se por um espessamento da pele que se encontra 
limitado à face, pescoço e a áreas desde as extremidades distais até aos cotovelos e joelhos, 
e muitas vezes apenas até aos pulsos e tornozelos, com pouco envolvimento dos órgãos. Já 
a SSc difusa caracteriza-se por um espessamento da pele das áreas próximas dos joelhos e 
cotovelos, do tórax e do abdómen, e por fibrose dos órgãos internos, o que pode levar à 
falha dos mesmos [6, 124, 126]. 
 Estes dois subtipos de SSc são os mais bem caracterizados até hoje, mas existem 
mais subtipos desta doença. Um exemplo é a SSc sem escleroderma que inclui pacientes 
sem espessamento cutâneo aparente, mas com alterações vasculares em órgãos internos, 
características da SSc. Pacientes com esclerose sistémica podem também demonstrar sinais 
de outras doenças do tecido conjuntivo, como por exemplo o lúpus eritematoso sistémico 
ou a dermatomiosite, sendo isto designado de síndrome de sobreposição [124, 126]. 
 
3.3.3 Etiologia da doença 
 A etiologia da Esclerose Sistémica permanece ainda obscura, pois as causas que 
levam a esta doença não são bem conhecidas e algumas até ainda se mantêm controversas 
[127]. Contudo a sua origem é provavelmente multifatorial, com a predisposição genética, 
os fatores ambientais e as funções imunes anormais a desempenharem um papel essencial 
[118, 128].  
 Um estudo recente realizado em 2010 investigou a hereditariedade de três 
manifestações da SSc (vasculopatia, desregulação imune e fibrose) em mais de 7 milhões 
de indivíduos do Utah. Este estudo relatou 1037 casos de Esclerose Sistémica e os autores 
concluíram que a presença de SSc numa família confere um risco significativo de SSc em 
parentes de primeiro grau [129]. No entanto, um estudo realizado em gémeos com SSc 
demonstrou uma menor concordância na expressão clínica da doença [130]. Estes achados, 
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em junção com o facto da probabilidade de se desenvolver SSc ser de menos de 1% entre 
os descendentes dos pacientes afetados [128], levam a concluir que a suscetibilidade 
genética por si só não é suficiente para explicar o desenvolvimento desta doença, apesar de 
poder proporcionar um ambiente permissivo que permite tanto o início da SSc como a sua 
progressão e desenvolvimento [116, 118].  
 Exemplos de fatores ambientais que aparentam aumentar o risco da esclerose 
sistémica são a exposição a sílica cristalina, ao pó de sílica [131] e a solventes orgânicos 
[132]. Para além disso alguns vírus, como o citomegalovirus humano e o parvovirus B19 
(atualmente também conhecido como eritrovirus B19), e bactérias, como a Helicobacter 
pylori, têm sido propostos como fatores desencadeantes da Esclerose Sistémica [116, 133]. 
Ohtsuka e Yamazaky demonstraram uma elevada e significante prevalência do parvovirus 
B19 na pele de pacientes com SSc (75%) em comparação com controlos normais (52%) 
[134]. Ferri et al. demonstraram a presença de infeção pelo parvovirus B19 na medula 
óssea em pacientes com SSc [135] e, em outro estudo, sugeriram que a presença de 
citomegalovirus poderia também ser uma causa de SSc, já que esta doença surgiu numa 
paciente logo após uma curta infeção por este vírus [136]. Num estudo realizado por 
Kalabay et al. verificou-se que também a bactéria Helicobacter pylori foi encontrada em 
pacientes com esclerose sistémica [137]. Apesar de estes estudos fornecerem importantes 
informações ligando os agentes infeciosos à doença em questão, ainda é necessário 
encontrar-se uma direta associação entre os mesmos. 
 
      3.3.3.1 Hipóteses sobre a sua patologia 
 Embora a etiologia da Esclerose Sistémica ainda não seja conhecida, existem 
atualmente algumas hipóteses que tentam explicar o processo pelo qual esta doença se 
desenvolve.  
A maior parte das doenças autoimunes possui uma predominância do sexo 
feminino, e a Esclerose Sistémica não é exceção. Vários estudos têm demonstrado uma 
associação entre o desenvolvimento da esclerose sistémica em mulheres após a gravidez, e 
a deteção de células fetais no sangue periférico das mesmas [138, 139]. Este evento, 
conhecido como microquimerismo, ocorre quando as células do feto entram na circulação 
materna e persistem, na progenitora, durante várias décadas após o parto [73]. Esta 
hipótese também prevê que as células maternas passem para o feto, causando doenças no 
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feto. Estes pressupostos explicariam a prevalência superior em mulheres já com filhos, mas 
também explicariam a existência da doença em homens. A consequência desta 
transferência imunológica ainda não é bem entendida, mas é possível que possa ter um 
papel nas doenças autoimunes [140]. Tem sido sugerido que estas células são ativadas por 
um estímulo ambiental, desenvolvendo reações que podem levar a sintomas clínicos 
característicos da esclerose sistémica [118, 141]. 
 O “mimetismo molecular” é um mecanismo que pode explicar a patogenicidade dos 
anticorpos contra proteínas virais na SSc. O mimetismo ocorre quando um organismo 
invasor penetra num hospedeiro levando a uma resposta imune onde existe produção de 
anticorpos que, para além de atacarem o organismo invasor, reagem contra os próprios 
antigénios do hospedeiro. Isto pode ocorrer por existirem semelhanças entre os antigénios 
do invasor e os próprios antigénios [118]. A infeção pelo citomegalovirus humano, por 
exemplo, pode gerar uma resposta anti-viral que é também auto-reativa contra os 
antigénios das células endoteliais [127]. 
 O dano das células endoteliais é também considerado uma hipótese que leva ao 
desenrolar da SSc. Estas células que recobrem o interior dos vasos sanguíneos podem ser 
infetadas por vírus ou bactérias, o que se torna um ponto de partida para o 
desenvolvimento de vasculites, por outras palavras, inflamações nos vasos sanguíneos. 
Como consequência existe o recrutamento de leucócitos levando a uma resposta 
inflamatória exacerbada característica da SSc [142]. 
 
 3.3.4. Patogenia da Esclerose Sistémica 
A Esclerose Sistémica possui três características principais responsáveis pelas 
manifestações patológicas que nela ocorrem: (1) alterações vasculares e (2) desregulação 
do sistema imune, que levam à inflamação crónica e à ativação dos fibroblastos, resultando 
numa (3) fibrose tecidual generalizada com uma deposição excessiva de colagénio e outras 
componentes da matriz extracelular. 
 
          3.3.4.1. Disfunção vascular 
 A primeira manifestação clínica que ocorre nos pacientes com SSc é, geralmente, o 
fenómeno de Raynaud. Este fenómeno, que ocorre em mais de 95% dos pacientes com SSc 
[143], caracteriza-se por uma vasoconstrição excessiva dos vasos sanguíneos, geralmente 
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em resposta à exposição ao frio, manifestando-se como episódios de alteração da coloração 
das extremidades (mãos e/ou pés) que ocorre em três fases sucessivas (palidez, cianose e 
vermelhidão), podendo ser acompanhado por sensação de adormecimento e dor no local 
[144]. Este fenómeno é uma expressão clínica da disfunção vascular, o que sugere que esta 
disfunção seja um dos eventos iniciais da SSc [6, 127].  
A progressão da lesão vascular na SSc inclui uma ativação e um dano endotelial 
persistente e um espessamento da camada vascular interna [116]. A disfunção e ativação 
das células endoteliais, o que pode ser causado por citocinas pro-inflamatórias, provocam 
alterações na permeabilidade vascular, pelo aumento da expressão de VCAM-1 (Vascular 
cell adhesion protein 1) e de ELAM-1 (endothelial-leukocyte adhesion molecule 1) nas 
células endoteliais [145], o que leva a uma infiltração de células inflamatórias e a um 
consequente dano endotelial [120]. O dano das células endoteliais é refletido pelos 
elevados níveis do fator VIII/fator von Wilebrand no soro de pacientes com SSc [146, 
147]. O espessamento da camada vascular interna leva a um estreitamento do vaso 
sanguíneo e, consequentemente, a uma isquemia tecidual, fibrose e, por fim, disfunção dos 
órgãos [116].  
Para além destas características os doentes com SSc possuem uma remodelação 
vascular desregulada e uma angiogénese e vasculogénese comprometida [116, 127], 
situações que são necessárias aquando o dano e oclusão dos capilares. Assim sendo, estes 
doentes têm pouca capacidade de reconstruir a perfusão dos vasos e de então garantir um 
adequado fornecimento de oxigénio aos tecidos. 
 
           3.3.4.2. Desregulação imune 
Outra característica de destaque da Esclerose Sistémica é a implicação do sistema 
imune, pois, como vimos, esta é uma doença autoimune. De facto os doentes com esta 
patologia caracterizam-se por possuírem auto-anticorpos antinucleares, ocorrendo em 
75%-95% dos pacientes [73], nomeadamente o anti-centromero, o anti-topoisomerase 1 e o 
anti-RNA-polimerase III. Estes auto-anticorpos são mutuamente exclusivos e identificam 
os distintos subtipos clínicos desta doença [116, 141]. 
O infiltrado celular da pele que ocorre nos doentes com SSc consiste 
principalmente em células T CD3, onde as células T CD4 predominam em relação às T 
CD8 [148, 149]. Outras células presentes neste infiltrado são as células Tγδ, os 
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macrófagos, as células B e as células NK [120]. Vários estudos sugerem que as células T, 
tanto as que se infiltraram para a pele como as que se encontram no sangue periférico dos 
doentes com SSc, possuem um perfil predominantemente característico das Th2 
produzindo as citocinas IL-4 e IL-13 [150-152]. Ambas estas citocinas estimulam a 
produção de TGF-β, uma citocina pró-fibrótica produzida pelos fibroblastos e pelas células 
endoteliais que tem um papel crucial no desenrolar da fibrose, pois estimula a proliferação 
dos fibroblastos e a síntese de matriz extracelular, principalmente colagénio [6, 116, 118]. 
A síntese de colagénio por esta citocina parece ser favorecida pela presença de TNF-α e 
existem estudos que revelam níveis significativamente elevados desta citocina no soro de 
doentes com Esclerose Sistémica [153, 154]. Pelo contrário, o IFN-γ (citocina 
característica das células Th1) parece inibir a síntese de colagénio, anular os efeitos do 
TGF-β e inibir diretamente a proliferação dos fibroblastos [155, 156]. Alguns pacientes 
com SSc demonstram uma diminuição dos níveis séricos desta citocina e parece que os 
fibroblastos destes doentes são mais resistentes à mesma [141, 156]. Contudo, tanto o 
papel do IFNγ como do TNF-α na SSc é ainda muito pouco compreendido. O soro dos 
pacientes com esta doença caracteriza-se ainda por possuir a citocina IL-2 numa 
quantidade três vezes maior à normal. Para além disso a expressão do recetor de IL-2 na 
membrana dos linfócitos T é também maior, comparada com controlos normais [6, 118]. 
 
           3.3.4.3. Fibrose – o passo final da fisiopatologia da SSc 
A fibrose, que se caracteriza pela deposição excessiva de componentes da matriz 
extracelular como o colagénio, é o passo final que ocorre na patogénese da Esclerose 
Sistémica, sendo a característica proeminente desta patologia. Pensa-se que a fibrose 
resulte da interação dos processos vasculares e imunes que a precedem. Ela não ocorre 
apenas na pele, mas também em muito outros órgãos como são os pulmões, o trato 
gastrointestinal, coração, tendões e ligamentos, o que pode levar a uma disfunção 
significante destes órgãos [116, 127]. 
Os fibroblastos são as células responsáveis pela remodelação da matriz extracelular. 
Nos doentes com SSc os fibroblastos têm um papel crucial no desenvolvimento da fibrose 
pois eles estão exageradamente ativados, produzindo as proteínas da matriz extracelular em 
demasia, principalmente o colagénio, após a ocorrência de feridas [141, 157]. Os 
miofribroblastos, células que se diferenciam a partir dos fibroblastos na presença de 
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trombina, também têm um papel importante no desenrolar da fibrose na SSc pois também 
eles sintetizam grandes quantidades de colagénio e outras proteínas da matriz extracelular 
[127, 141]. Como vimos anteriormente, o TGF-β estimula a proliferação dos fibroblastos e 
a síntese de colagénio. Vários estudos identificaram anormalidades na via de sinalização 
desta citocina, que envolve proteínas designadas de Smad, na Esclerose Sistémica [158, 
159]. Assim sendo o TGF-β parece ter um papel principal na iniciação e desenvolvimento 
da fibrose em doentes com SSc. Contudo outros fatores de crescimento, citocinas e 
quimiocinas, como são a andotelina-1, o fator de crescimento derivado de plaquetas e o 
fator de crescimento do tecido conjuntivo, podem ainda contribuir para esse processo 
[116]. 
Embora as proteínas e células descritas estejam de algum modo associadas com a 
fibrose, os mecanismos fundamentais que regulam a fibrose excessiva nas Esclerose 
Sistémica são ainda desconhecidos, provavelmente pelo complexo processo fibrótico e 
pelos seus múltiplos níveis de regulação. Apesar de não se saber em detalhe as causas e o 
processo patológico desta doença, existe um papel muito importante do sistema imune que 
é necessário explorar.  
 
3.3.5. Tratamento da patologia 
 A Esclerose Sistémica ainda não tem cura, sendo que o tratamento que se pode 
oferecer aos doentes é sobretudo dirigido aos sintomas. A terapia farmacológica parece ser 
a mais usada para esse fim, embora nem sempre impeça a progressão da doença. Contudo é 
difícil de avaliar pois o percurso e a diversidade da doença são bastante variáveis, 
especialmente dentro dos seus subtipos [6]. Assim sendo, a terapia farmacológica usada na 
SSc depende do subtipo da doença e das complicações dos órgãos envolvidos [124]. 
 A terapia farmacológica pode ser dividida em estratégias imunossupressoras, 
vasculares e anti-fibróticas. As terapias imunossupressoras são usadas essencialmente na 
SSc difusa e na fibrose pulmonar, e são exemplos o uso de ciclofosfamida e do 
micofenolato (que é menos tóxico). As terapias vasculares podem ser usadas em todos os 
tipos de SSc sendo um exemplo o uso de bloqueadores de angiotensina II. O tratamento 
das lesões fibróticas é mais difícil e existem menos estudos neste âmbito [124].  
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     3.4. Células Th17, Tc17 e Tfh na Esclerose Sistémica 
A disfunção imune é umas das principais causas da Esclerose Sistémica, já que esta 
é classificada como uma doença autoimune. As alterações da disfunção imune são 
essencialmente caracterizadas por uma aberrante modificação da biologia das células T. Na 
SSc as células T CD4+ estão de facto aumentadas [148, 149], mas o que leva realmente a 
que ocorra esta disfunção é, tal como em outras doenças autoimunes, ainda desconhecida. 
O conhecimento de um novo subtipo de células produtoras de IL-17 (Th17 e Tc17) abriu 
novas hipóteses e possibilidades de explicação para a patogénese da SSc, bem como para 
outras patologias caracterizadas por autoimunidade [160, 161]. 
Uma das poucas e primeiras investigações realizadas envolvendo a citocina IL-17 
na patogénese da Esclerose Sistémica ocorreu no ano de 2000. Neste estudo, Kurasawa et 
al. demonstraram que os níveis de citocina IL-17 estavam elevados no sangue periférico, 
no soro (ver figura 4) e ainda em lesões fibróticas da pele e dos pulmões de indivíduos com 
SSc. Para além disso, evidenciaram que a sobreprodução de IL-17 estava mais 
significativamente relacionada com as fases iniciais da doença (ver figura 5). Este estudo 
revelou ainda que a citocina em questão, in vitro, favorece a proliferação de fibroblastos. 
Por estes resultados, estes investigadores concluíram que a IL-17 tem um papel importante 
na patogénese da SSc, especialmente nas fases iniciais da doença, pela ativação de 
fibroblastos e de células endoteliais [162]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4. Níveis séricos de IL-17 em 
pacientes com SSc, comparados com 
pessoas normais (adaptado de [137]) 
Figura 5. Variação da produção de IL-17 
ao longo do tempo de duração de SSc 
[137] 
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Os estudos relacionando a citocina IL-17 com o desenrolar da SSc só mais tarde 
tornaram a surgir, quando se descobriu que um novo subtipo de células que se 
caracterizavam pela produção dessa citocina, as células Th17/Tc17, estavam muito 
fortemente envolvidas no desencadear de várias doenças autoimunes (como vimos 
anteriormente), devido essencialmente à produção de citocinas pró-inflamatórias. Em 
2008, Murata et al. confirmaram os resultados do anterior estudo, quando verificaram que 
os níveis séricos de IL-17 estavam significativamente elevados em doentes com SSc, 
quando comparados com controlos saudáveis; no entanto não verificaram nenhuma 
diferença entre a SSc difusa e a SSc limitada [163]. Contudo, em contraste com estes 
resultados, um outro estudo demonstrou que a citocina IL-17 não foi detetada no plasma de 
pacientes com SSc, apesar de terem detetado elevados níveis de IL-6, IL-1α e IL-23, 
citocinas que favorecem a diferenciação das células Th17/Tc17 [160].  
Estudos posteriores e muito recentes focaram-se essencialmente na presença das 
células Th17 no sangue periférico de indivíduos com Esclerose Sistémica [161, 164, 165]. 
Fenoglio et al. foram os primeiros a demonstrar, através de uma análise por citometria, que 
as células Th17 estão aumentadas no sangue periférico de pacientes com SSc, quando 
comparado com pacientes normais. Conjugando os seus resultados com outros obtidos, 
estes investigadores propuseram que esta doença pode estar bastante relacionada com uma 
polarização da resposta imune na direção das células Th17 [164]. Também o trabalho de 
Rodríguez-Reyna et al. e de Truchetet et al. veio demonstrar, por citometria de fluxo, que 
as células Th17 se encontram aumentadas no sangue periférico de indivíduos afetados por 
SSc, quando comparado com pessoas sem a doença [161, 165]. Truchetet e o seu grupo 
verificou ainda que estas células realmente se caracterizam por possuírem o recetor 
CD161, para além do CCR6, levando a que possuam um grande potencial para se 
deslocarem para a pele e para os pulmões. 
Apesar destes poucos estudos terem evidenciado a presença da citocina IL-17 e das 
células Th17 no sangue periférico, soro e plasma de pacientes com Esclerose Sistémica, a 
contribuição que esta célula poderá ter na patogénese desta doença ainda é muito 
especulativa. De facto, ainda que se relacione este subtipo celular com lesões teciduais 
autoimunes, muito pouco se sabe acerca do seu papel, quer na SSc, quer em outras doenças 
autoimunes, como as que vimos anteriormente. Torna-se assim importante e necessária 
uma compreensão das vias reguladoras de IL-17, e da função das células Th17, para que 
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melhor se possa entender a fisiopatologia das doenças autoimunes, e assim contribuir para 
o desenvolvimento de novas opções e intervenções terapêuticas [88].  
Embora se relacionem as células Tc17 e células Tfh com outras doenças 
autoimunes, o seu envolvimento em Esclerose Sistémica não foi, até hoje, estudado a 
nenhum nível. 
 
 
4. OBJETIVOS 
Embora alguns estudos, principalmente nos últimos anos, tenham sido realizados 
envolvendo a citocina IL-17 e as células Th17 em Esclerose Sistémica, o papel dessas 
células nessa doença ainda não é bem compreendido. Para além disso, apesar de 
relacionarem as células Tc17 e, em menor muito menor número, as células Tfh com as 
doenças autoimunes, a sua função em Esclerose Sistémica não foi ainda investigada. 
Deste modo o objetivo principal deste trabalho foi quantificar e caraterizar 
funcionalmente as células Th17, Th1, Tc17 e Tc1 e as células Th17 CXCR5+ e Th1 
CXCR5+ no sangue periférico de pacientes com Esclerose Sistémica, comparando com 
controlos saudáveis. Para alcançar este objetivo procedeu-se à:  
i) determinação da frequência das células Th17 e Tc17 no sangue periférico; 
ii) determinação da frequência das células Th17, Th1, Tc17 e Tc1 a produzir as 
citocinas IL-2, TNF-α, IFN-γ; 
iii) determinação da frequência de células Th17 CXCR5+ e Th1 CXCR5+ no sangue 
periférico; 
iv) determinação da frequência das células Th17 CXCR5+, Th17 CXCR5-, Th1 
CXCR5+ e Th1 CXCR5- a produzir as citocinas IL-2, TNF-α, IFN-γ; 
v) determinação da quantidade de cada uma dessas citocinas produzida por célula 
A compreensão do papel destas células em Esclerose Sistémica poderá possibilitar 
o desenvolvimento de novas terapêuticas, de modo a reduzir a elevada morbilidade e 
mortalidade associada a esta doença. 
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1. População em estudo 
Neste trabalho, realizado entre Setembro de 2011 e Junho de 2012, estudaram-se 
amostras de sangue periférico de um grupo de indivíduos afetados por Esclerose Sistémica 
e de um grupo controlo. As amostras do sangue periférico dos doentes com Esclerose 
Sistémica e dos indivíduos do grupo controlo foram colhidas em tubos de heparina no 
Serviço de Reumatologia dos Hospitais da Universidade de Coimbra e no Centro de 
Histocompatibilidade do Centro, respetivamente. Todos os pacientes com SSc preenchem 
os critérios preliminares definidos pelo Colégio Americano de Reumatologia [166]. Todos 
os participantes foram deviamente informados acerca do estudo, tendo assinado um 
consentimento informado. 
Do grupo controlo fizeram parte 16 mulheres e 4 homens adultos saudáveis com 
uma média de idades de 51,1 ± 10,1 e 55,8 ± 9,1 anos, respetivamente. Os doentes afetados 
por SSc foram subdivididos consoante o subtipo clínico da doença, de acordo com LeRoy 
[167]: afetados por SSc limitada estavam 24 mulheres e 6 homens com uma média de 
idades de 58,5 ± 13,7 e 51,8 ± 11,9 anos, respetivamente; afetados por SSc difusa estavam 
10 mulheres e 3 homens com uma média de idades de 54,5 ± 9,2 e 60,3 ± 11,0 anos. As 
características clínicas dos doentes com SSc estão apresentadas na tabela 1. 
 
Tabela 1. Características clínicas dos doentes com SSc.  
 
Características SSc limitada (n=30) SSc difusa (n=13) 
Duração da doença após diagnóstico (anos) 9,77 ± 8,10 8,46 ± 8,99 
Presença de anticorpos antinucleares isolados 30,0 % (n=9) 0,00 % 
Presença do Anticorpo Scl-70 0,00 % 100 % 
Presença do Anticorpo anti-centrómero 70,0 % (n=21) 0,00 % 
Espessamento da pele  
(Score de Rodnan modifcado) 10,4 ± 6,45 18,8 ± 10,1 
Úlceras ou história 33,3 % (n=10) 53,8 % (n=7) 
Hipertensão pulmonar 6,67 % (n=2) 15,4 % (n=2) 
Fibrose pulmonar 26,7 % (n=8) 61,5 % (n=8) 
Capacidade de difusão pulmonar de CO 95,6 ± 19,5 79,5 ± 19,9 
   Tratamento 
                       Vasodilatadores 
                       Imunosupressores 
                       Corticoides 
                       IECA 
 
100 % 
16, 67 % (n=5) 
43,3 (n=13) 
26,67 % (n=8) 
 
100 % 
0 % 
46,15 % (n=6) 
30,77 % (n=4) 
       IECA, inibidor da enzima de conversão da angiotensina 
 
Material e Métodos 
42 
 
Os doentes com SSc foram também divididos consoante o tempo de duração da 
doença após diagnóstico, de acordo com Corriveau [168]: 6 doentes possuíam menos de 
um ano de duração da doença (Grupo 1); 21 doentes possuíam entre 1 e 10 anos de duração 
da doença (Grupo 2); 16 doentes possuíam mais de 10 anos de duração da doença (Grupo 3).  
 
2. Quantificação e caracterização funcional das células Th(c)17 e Th(c)1 no sangue 
periférico 
2.1. Estimulação in vitro de linfócitos T 
 Para se quantificar a produção de citocinas pelos linfócitos em estudo, as células 
foram inicialmente estimuladas in vitro. 500 µL do sangue periférico colhido foi 
adicionado a 500 µl de RPMI-1640 (Gibco; Painactive SLEy, Escócia, Reino Unido) 
suplementado com 2 mM L-glutamina. A este meio adicionou-se ainda 10 µg/ml 
Brefeldina A (Sigma, Saint Louis, MO, EUA), 50 ng/ml de acetato de forbol miristato 
(PMA, phrobol 12-myristate 13-acetate) (Sigma, Saint Louis, MO, EUA) e 1 µg/ml de 
Ionomicina (Sigma, Saint Louis, MO, EUA). O tubo, após devidamente tapado com 
parafilm, foi colocado a incubar em ambiente húmido e estéril durante 4 horas, a 37ºC e 
com uma concentração de 5% de CO2. 
 
2.2. Marcação intracitoplasmática das citocinas em estudo 
 Após as 4 horas de incubação, procedeu-se à marcação intracitoplasmática das 
citocinas em estudo. Para 3 diferentes tubos pipetaram-se 250 µl do sangue periférico 
estimulado anteriormente, adicionando-se, em seguida, a todos os tubos os anticorpos 
monoclonais conjugados com os diferentes fluorocromos listados na tabela 2. Os volumes 
utilizados foram os recomendados pelos respetivos fabricantes. 
 
Tabela 2. Especificidade, clone e origem dos anticorpos monoclonais utilizados no início 
da marcação intracitoplasmática das citocinas em estudo. 
 
Anticorpo 
Monoclonal Clone Fluorocromo Marca Localização 
Anti-CD3 UCHT1 Azul do pacífico BD Pharmingen EUA 
Anti-CD8 RPA-T8 Laranja do pacífico BD Horizon EUA 
Anti-CXCR5 51505 Aloficocianina R&D Systems Europa 
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Após homogeneização em vortex, os tubos foram colocados em incubação durante 
10 minutos à temperatura ambiente e protegidos da luz, por forma a garantir as condições 
ótimas de ligação dos anticorpos à superfície das células e evitando a perda de 
fluorescência pelos fluorocromos conjugados a estes.  
 Decorrido este período, adicionou-se, a cada tubo, 200 µl da solução 1 do Kit de 
fixação e permeabilização Intraprep (Beckman Coulter Inc., Brea, Califórnia), de forma a 
fixar os leucócitos. Após homogeneização em vortex, tornaram-se a colocar os tubos a 
incubar durante 10 minutos sob as mesmas condições anteriores.  
Procedeu-se depois à lavagem da amostra pela adição de 2 mL de tampão fosfato-
salino (PBS, phosphate buffered saline) (Dulbecco 1x, Biochrom Ag, Berlim, Alemanha), 
diluído a 1/10 em água destilada, a cada um dos tubos, seguido de uma centrifugação (430 
g, 5 minutos) na centrífuga da Kubota-Corporation (modelo 5910, Tóquio, Japão). 
Rejeitou-se o sobrenadante, por forma a eliminar o excesso de anticorpos monoclonais. 
Adicionou-se posteriormente a cada tubo 200 µl da solução 2 do Kit Intraprep, de modo a 
se permeabilizarem as membranas dos leucócitos e a efectuar a lise dos eritrócitos, e 
homogeneizou-se em vortex. Procedeu-se, em seguida, à adição dos anticorpos 
monoclonais conjugados com os diferentes fluorocromos listados na tabela 3. Os volumes 
utilizados foram os recomendados pelos respetivos fabricantes. O conteúdo foi 
homogeneizado em vortex, seguindo-se uma incubação durante 10 minutos, nas mesmas 
condições anteriores.  
 
Tabela 3. Especificidade, clone e origem dos anticorpos monoclonais utilizados após 
aplicação da solução 2 do Kit Intraprep 
 
Anticorpo 
Monoclonal Clone Fluorocromo Marca 
Locali- 
zação 
Adicionar 
ao tubo 
Anti-IL-17 SCPL1362 Ficoeritrina BD Pharmingen EUA nº 1, 2 e 3 
Anti-TNF-α MAb11 
Isotiocianato de 
fluoresceína BD Pharmingen 
EUA nº 1 
Anti-IFN-γ 4S.B3 
Isotiocianato de 
fluoresceína BD Pharmingen 
EUA nº 2 
Anti-IL-2 MQ1-17H12 Isotiocianato de fluoresceína BD Pharmingen EUA nº 3 
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Por fim, os tubos foram novamente lavados com 2 mL de PBS diluído a 1/10 em água 
destilada e centrifugados durante 5 minutos a 1500 rpm, com rejeição do sobrenadante. 
Ressuspenderam-se as células em 250 µl desse tampão. 
 
3. Aquisição das amostras no citómetro de fluxo e análise dos resultados 
 A aquisição da amostra foi realizada no citómetro de fluxo FACS-Canto II (BDB, San José, 
Califórnia, EUA) com recurso à aplicação informática FACSDiva (BDB, San José, Califórnia, 
EUA), com aquisição mínima de 200.000 células, devido à pouca representação das células de 
interesse. Recorreu-se ao programa Infinicyt (Cytognos, Salamanca, Espanha) para se efetuar a 
análise dos dados obtidos no citómetro de fluxo. A figura 6 demonstra como foi efetuada a 
identificação das células em estudo. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4. Análise Estatística 
 Os dados foram estatisticamente analisados através do uso do teste não-paramétrico de 
Mann-Whitney. Todas as análises estatísticas foram realizadas através do programa SPSS 19.0 
(IBM, New York, EUA) e as diferenças foram consideradas estatisticamente significantes quando o 
p-value foi inferior a 0,05.  
Figura 6. Representação ilustrativa da identificação dos subtipos de células Th17 e Th1, Th1CXCR5+ e 
Th1CXC5- e expressão da citocina TNFα por cada um desses subtipos utilizando a seguinte combinação 
de anticorpos monoclonais: anti-CD3, anti-CD8, anti-CXCR5, anti-IL-17 e anti-TNFα. A identificação 
dos subtipos Tc17 e Tc1 foi feita do mesmo modo que os Th17 e Th1, mas dentro dos que marcaram
CD8. A expressão das outras citocinas (IL-2 e IFNγ) foi feita do mesmo modo que o TNFα. 
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1. Frequência dos linfócitos Th17 e Tc17 no sangue periférico de doentes com 
Esclerose Sistémica 
 Os resultados referentes à frequência dos linfócitos Th17 e Tc17 e à quantidade de 
citocina IL-17 expressa pelos mesmos, dada pela MFI (do inglês Mean Fluorescence 
Intensity), tanto em SSc como no grupo controlo, encontram-se representados na tabela 4. 
Não se verificaram diferenças estatisticamente significativas entre os grupos estudados 
para os dois parâmetros anteriormente referidos. 
  
 
2. Caracterização funcional das células Th17, Th1, Tc17 e Tc1 no sangue periférico de 
doentes com Esclerose Sistémica 
 Os resultados obtidos relativos à frequência de células Th17, Tc17, Th1 e Tc1 
produtoras das citocinas IL-2, TNFα e IFNγ e à quantidade de cada citocina expressa por 
cada subtipo desses linfócitos (MFI) encontram-se representados na tabela 5, para os 
subtipos de SSc e grupo controlo, e nas figuras 7 e 8, para os grupos de duração da doença 
SSc. 
 
     2.1. Caracterização funcional das células Th17 e Tc17 
 Pela análise da tabela 5 verifica-se que existe um aumento significativo da 
frequência das células Th17 a produzir IL-2 em ambos os subtipos de SSc, e a produzir 
TNFα em SSc limitada, quando comparado com o grupo controlo. Já a frequência das 
células Th17 a produzir IFNγ, embora não atinga significado estatístico, é maior no subtipo 
difuso da doença em relação ao grupo controlo. 
 Tal como ocorre com os linfócitos Th17, existe uma maior frequência de células 
Tc17 a produzir a citocina IL-2 em ambos os subtipos de SSc, em comparação com o 
grupo controlo, sendo esta frequência maior em SSc limitada do que em SSc difusa. Há 
também um aumento significativo de produção de citocina IL-2 por célula em SSc 
limitada. De forma idêntica ao ocorrido nos linfócitos Th17, a frequência de linfócitos 
Tc17 a produzir IFNγ é maior em SSc difusa, embora não atinga significado estatístico 
 Ao longo do tempo de duração da doença, não se verificam diferenças 
significativas ao nível da frequência das células Th17 e Tc17 a produzir as citocinas em 
estudo, nem ao nível da quantidade dessas citocinas produzidas por aquelas células. 
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Tabela 4. Frequência dos linfócitos T CD4, T CD8, Th17 e Tc17 no sangue periférico nos diferentes subtipos de SSc, e em função do tempo 
da doença após o seu diagnóstico, e no grupo controlo. Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão da frequência de células 
Th17 do total de linfócitos T CD4+, e de células Tc17 do total de linfócitos T CD8+ no sangue periférico, e das MFI da citocina IL-17 para 
cada um dos subtipos. Grupo 1: grupo de doentes com menos de 1 ano de duração da SSc. Grupo 2: grupo de doentes com duração da SSc 
entre 1 e 10 anos.Grupo 3, grupo de doentes com mais de 10 anos de duração da SSc 
 
 
 
 
 
 
 
Linfócitos  %   /  MFI 
Subtipo de SSc Duração de SSc Grupo controlo 
(n=20) Difuso (n=13) Limitado (n=30) Grupo 1 (n=6) Grupo 2 (n=21) Grupo 3 (n=16) 
Th17 
% dentro dos 
linfócitos T CD4 
0,929 ± 0,45 1,14 ± 0,66 0,891 ± 0,72 1,14 ± 0,65 1,02 ± 0,60 1,13 ± 0,41 
MFI de IL-17 364,52 ± 95,75 433,26 ± 79,33 404,89 ± 67,41 435,95 ± 74,52 422,77 ± 99,40 422,55 ± 105,4 
Tc17 
% dentro dos 
linfócitos T CD8 
0,628 ± 0,42 0,626 ± 0,35 0,454 ± 0,34 0,658 ± 0,41 0,578 ± 0,32 0,580 ± 0,32 
MFI de IL-17 245,64 ± 29,53 264,04 ± 45,22 268,87 ± 64,54 270,99 ± 79,75 257,82 ± 38,80 266,20 ± 78,55 
Resultados 
49 
 
Tabela 5. Frequência (%) de células (Th17, Tc17, Th1 e Tc1) produtoras de citocinas e 
quantidade de citocina expressa por célula (MFI) nos diferentes subtipos da doença 
Esclerose Sistémica e grupo controlo, após estimulação in vitro dos linfócitos T. Os 
resultados estão expressos como média ± desvio padrão. 
 
 
 
As diferenças estatisticamente significativas foram consideradas quando o p value < 0,05: 
a
 SSc difusa versus SSc limitada   b SSc difusa versus Controlo    c SSc limitada versus Controlo  
 
 
Linfó-
citos 
Cito-
cinas 
% / 
MFI 
Subtipo de SSc Grupo controlo 
(n=20) Difuso (n=13) Limitado (n=30) 
 
 
Th17 
IL-2 
%  78,79 ± 13,05 a, b 77,14 ± 6,350 c 68,09 ± 9,856 
MFI 3045 ± 739,2 2923 ± 856,7 2648 ± 460,6 
TNFα 
% 87,52 ± 10,88 91,51 ± 5,185 c 87,28 ± 6,782 
MFI 7785 ± 3389 8493 ± 2147 7388 ± 2636 
IFNγ 
% 24,10 ± 16,13 17,32 ± 9,981 18,61 ± 13,95 
MFI 2728 ± 1029 2373 ± 1314 3087 ± 1411 
 
 
Tc17 
IL-2 
% 71,42 ± 20,63 79,26 ± 18,68 c 62,10 ± 19,89 
MFI 2952 ± 1337 3595 ± 1482 c 2683 ± 866,6 
TNFα 
% 73,63 ± 16,25 74,74 ± 21,05 67,92 ± 22,94 
MFI 7050 ± 2538 7299 ± 2180 6609 ± 3006 
IFNγ 
% 72,17 ± 19,31 62,31 ± 27,91 63,21 ± 19,79 
MFI 2577 ± 878,3 2774 ± 1296 3167 ± 1304 
 
 
Th1 
IL-2 
%  57,06 ± 12,01 60,77 ± 12,16 57,23 ± 12,41 
MFI 2046 ± 461,1 2179 ± 674,3 2108 ± 623,0 
TNFα 
% 58,12 ± 15,56 60,11 ± 13,96 54,54 ± 10,05 
MFI 5180 ± 1924 5424 ± 2042 4926 ± 1304 
IFNγ 
% 16,56 ± 9,859 16,84 ± 11,88 16,26 ± 4,773 
MFI 2076 ± 550,5 2288 ± 667,8 2421 ± 836,1 
 
 
Tc1 
IL-2 
% 28,22 ± 10,97 30,51 ± 14,89 27,61 ± 10,38 
MFI 1284 ± 359,4 1714 ± 951,6 1296 ± 388,4 
TNFα 
% 52,42 ± 19,28 53,61 ± 20,32 44,86 ± 15,03 
MFI 5983 ± 1764 5918 ± 1524 5366 ± 1826 
IFNγ 
% 47,31 ± 17,93 43,93 ± 22,28 40,04 ± 14,78 
MFI 1948 ± 594,88 2100 ± 755,6 2134 ± 683,2 
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Figura 7. Representação gráfica da média da frequência (%) dos linfócitos Th17, Tc17, Th1 e Tc1 a produzir as citocinas TNFα, IL-2 e IFNγ no sangue 
periférico de doentes com ≤1 ano de duração da SSc (Grupo 1), entre 1 e 10 anos de duração da SSc (grupo2) e com > 10 anos de duração da SSc (grupo 
3). As diferenças estatisticamente significativas foram consideradas quando o p-value < 0,05:      d Grupo 1 versus Grupo 2        e Grupo 1 versus Grupo 3              
f
 Grupo 1 versus Controlo         g Grupo 2 versus Controlo          h Grupo 3 versus Controlo 
Figura 8. Representação gráfica da quantidade das citocinas TNFα, IL-2 e IFNγ expressa pelos linfócitos Th17, Th1, Tc17 e Tc1 no sangue periférico de 
doentes com ≤1 ano de duração da SSc (Grupo 1), entre 1 e 10 anos de duração da SSc (grupo2) e com > 10 anos de duração da SSc (grupo 3). As 
diferenças estatisticamente significativas foram consideradas quando p-value < 0,05:             d Grupo 1 versus Grupo 2                e Grupo 1 versus Grupo 3 
f
 Grupo 1 versus Controlo 
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     2.2. Caracterização funcional das células Th1 e Tc1 
 Através da análise da tabela 5 verifica-se que, embora não se atinja significado 
estatístico, parece ocorrer uma maior frequência de células Th1, e principalmente de 
células Tc1, a produzir a citocina TNFα em ambos os subtipos de doença, em 
comparação com o grupo controlo.  
Contudo é ao nível da duração de SSc que os resultados são significativos. 
Como podemos verificar pela figura 7, à medida que o tempo de duração da doença SSc 
é maior, a frequência de células Th1 e Tc1 a produzirem as citocinas TNFα e IFNγ 
aumenta significativamente, sendo que esse aumento significativo é mais notório do 
primeiro ano da doença para os seguintes. Para além disso, a quantidade dessas 
citocinas produzidas pelos linfócitos Th1 é significativamente maior nos doentes com 
mais que um ano de duração da doença (figura 8). A frequência de células Th1 e Tc1 a 
produzirem a citocina IL-2 também aumenta ao longo do tempo da doença, mas sem 
atingir significado estatístico. 
 
3. Frequência dos linfócitos Th17 CXCR5+ e Th1 CXCR5+ no sangue periférico de 
doentes com Esclerose Sistémica 
 Os resultados referentes à frequência dos linfócitos Th17 CXCR5+ e Th1 
CXCR5+ no sangue periférico, tanto em SSc como no grupo controlo, encontram-se 
representados na tabela 6. Não se verificaram alterações estatisticamente significativas 
na doença em estudo em nenhuma das frequências destes subtipos de linfócitos entre os 
grupos em estudo. 
 
4. Caracterização funcional das células Th17 CXCR5+, Th17 CXCR5-, Th1 
CXCR5+ e Th1 CXCR5- no sangue periférico de doentes com Esclerose Sistémica e 
no grupo controlo 
 Antes de se proceder à caracterização funcional dos linfócitos Th17 CXCR5+, 
Th17 CXCR5-, Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5-, foi-se primeiro avaliar se de facto os 
linfócitos Th17 CXCR5+ e Th1 CXCR5+ eram funcionalmente distintos dos linfócitos 
Th17 CXCR5- e Th1 CXCR5-, respetivamente. Para tal recorreu-se ao uso do teste não 
paramétrico Wilcoxon. Os resultados relativos às diferenças entre estas subpopulações 
estão representados em gráfico na figura 9, que ilustram a frequência de células a 
produzir as citocinas em estudo. 
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Tabela 6. Frequência dos linfócitos Th17 CXCR5+ e Th1 CXCR5+ no sangue periférico dos diferentes subtipos e grupos de duração da 
doença Esclerose Sistémica com o grupo controlo. Os resultados estão expressos como média ± desvio padrão. % Th17, frequência de células 
Th17 CXCR5+ do total de células Th17 do sangue periférico. % Th1, frequência de células Th1 CXCR5+ do total de células Th1 do sangue 
periférico. Grupo 1: grupo de doentes com menos de 1 ano de duração da SSc. Grupo 2: grupo de doentes com duração da SSc entre 1 e 10 
anos. Grupo 3, grupo de doentes com mais de 10 anos de duração da SSc. 
 
 
 
 
 
 
Linfócitos  % 
Subtipo de SSc Duração da SSc Grupo Controlo 
(n=20) Difuso (n=13) Limitado (n=30) Grupo 1 (n=6) Grupo 2 (n=21) Grupo 3 (n=16) 
Th17 CXCR5+ % Th17 13,91 ± 7,73 12,23 ± 5,97 12,14 ± 3,24 12,42 ± 6,16 12,85 ± 8,24 14,72 ± 7,38 
Th1 CXCR5+ % Th1 16,07 ± 5,43 16,99 ± 5,85 13,25 ± 5,01 18,71 ± 5,45 15,99 ± 5,67 17,29 ± 5,90 
Figura 9. Representação gráfica da mediana da frequência 
(%) dos linfócitos Th17 / Th1 CXCR5+ (positivo) e Th17 / 
Th1 CXCR5- (negativo) a produzir as citocinas TNFα, IL-
2 e IFNγ no sangue periférico de indivíduos saudáveis 
(grupo controlo). As diferenças foram consideradas 
significativas (*) quando o p-value < 0,05. 
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Os resultados obtidos demonstram que existem diferenças estatisticamente 
significativas entre a frequência de linfócitos Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- a produzirem as 
citocinas TNFα e IL-2. Já nas subpopulações Th17 CXCR5+ e Th17 CXCR5- não se 
obtiveram diferenças estatisticamente significativas, não podendo por isso ser consideradas 
subpopulações diferentes a nível funcional. 
A diferença funcional entre as primeiras subpopulações verificada no grupo 
controlo também foi comprovada no grupo com SSc (resultados não apresentados). Neste 
sentido fomos comparar as diferentes subpopulações Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- nos 
diferentes grupos em estudo. Na tabela 7 e figuras 10 e 11 estão representados os dados 
obtidos relativos à frequência de células Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- produtoras das 
citocinas IL-2, TNFα e IFNγ e à quantidade de cada citocina expressa por cada 
subpopulação desses linfócitos, nos diferentes grupos estudados. 
 
Tabela 7. Frequência (%) de células Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- produtoras de citocinas 
e quantidade de citocina expressa por célula (MFI) nos diferentes subtipos da doença 
Esclerose Sistémica e Controlos, após estimulo in vitro dos linfócitos T. Os resultados 
estão expressos como média ± desvio padrão. 
 
Linfó-
citos 
Cito-
cinas 
% / 
MFI 
Subtipo de SSc Grupo controlo 
(n=20) Difuso (n=13) Limitado (n=30) 
 
Th1 
CXCR5+ 
IL-2 
% 70,05 ± 9,972 67,12 ± 9,513 62,35 ± 9,559 
MFI 2087 ± 482,3 2192 ± 579,0 1861 ± 344,2 
TNFα 
% 80,48 ± 11,43 b 75,04 ± 9,281 70,06 ± 6,877 
MFI 4898 ± 1428 4842 ±1454 4049 ± 784,9 
IFNγ 
% 17,39 ± 9,890 15,44 ± 6,772 12,95 ± 2,433 
MFI 1745 ± 491,5 1692 ± 439,4 1473 ± 325,7 
 
Th1 
CXCR5- 
IL-2 
% 58,82 ± 9,199 59,72 ± 12,93 52,95 ± 11,38 
MFI 2088 ± 506,8 2183 ± 707,2 1838 ± 338,2 
TNFα 
% 59,55 ± 12,70 b 57,24 ± 14,54 c 48,14 ± 4,893 
MFI 5899 ± 1731 5581 ± 2227 5152 ± 1239 
IFNγ 
% 18,24 ± 10,47 17,26 ± 13,24 12,13 ± 4,407 
MFI 2181 ± 605,0 2399 ± 701,8 2041 ± 438,8 
 
As diferenças estatisticamente significativas foram consideradas quando o p-value < 0,05: 
a
 SSc difusa versus SSc limitada   b SSc difusa versus Controlo    c SSc limitada versus Controlo 
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Figura 10. Representação gráfica da média da frequência (%) dos 
linfócitos Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- a produzir as citocinas TNFα, 
IL-2 e IFNγ no sangue periférico de doentes com ≤1 ano de duração da 
SSc (Grupo 1), entre 1 e 10 anos de duração da SSc (grupo2) e com > 
10 anos de duração da SSc (grupo 3). As diferenças estatisticamente 
significativas foram consideradas quando o p value < 0,05: 
d
 Grupo 1 versus Grupo 2                 e Grupo 1 versus Grupo 3 
g
 Grupo 2 versus Controlo                h Grupo 3 versus Controlo 
 
Figura 11. Representação gráfica da média da quantidade das citocinas 
TNFα, IL-2 e IFNγ expressa pelos linfócitos Th1 CXCR5+ e Th1 
CXCR5- no sangue periférico de doentes com ≤1 ano de duração da 
SSc (Grupo 1), entre 1 e 10 anos de duração da SSc (grupo2) e com > 
10 anos de duração da SSc (grupo 3). As diferenças estatisticamente 
significativas foram consideradas quando p value < 0,05:    
d
 Grupo 1 versus Grupo 2                      e Grupo 1 versus Grupo 3 
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     4.1. Caracterização funcional das células Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- 
 Pela análise da tabela 7 verifica-se que existe um aumento significativo da 
frequência dos linfócitos Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- a expressar a citocina TNFα em 
ambos os subtipos de SSc, em relação ao grupo controlo. O mesmo acontece para a 
citocina IL-2 apesar de não atingir significado estatístico. 
A figura 10 demonstra-nos que frequência de células Th1 CXCR5+ a produzir as 
citocinas em estudo mantém-se constante, e que a frequência de células Th1 CXCR5- a 
produzir TNFα e IFNγ aumenta significativamente após o primeiro ano da doença SSc. Em 
ambos os subtipos de linfócitos verificou-se ainda que a quantidade de TNFα e de IFNγ 
por eles produzida também aumenta significativamente do primeiro ano da doença para os 
seguintes.  
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IV. Discussão 
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 A Esclerose Sistémica, uma doença reumática autoimune sistémica do tecido 
conjuntivo, é uma doença caracterizada por anormalidades vasculares, uma desregulação 
do sistema imune e uma fibrose tecidual generalizada. Esta doença tem a si associada uma 
elevada mortalidade e morbilidade. Contudo, para além dos estudos envolvendo esta 
doença serem difíceis de realizar por ser uma doença rara, existem algumas contradições 
no que toca ao esclarecimento da sua etiologia e fisiopatologia.  
 Ao nível do sistema imune, os novos subtipos de linfócitos Th17 e Tc17 e os que se 
caracterizam pela expressão do recetor CXCR5 têm sido implicados em diversas 
patologias do tipo autoimune. No entanto os estudos do seu papel na SSc são escassos e 
ainda muito especulativos. Assim sendo o objetivo principal deste trabalho foi quantificar e 
caracterizar funcionalmente os linfócitos Th17, Th1, Tc17 e Tc1 pela produção das 
citocinas IL-17, IL-2, TNFα e IFNγ no sangue periférico de doentes com SSc. 
 
1. Frequência dos linfócitos Th17 e Tc17 no sangue periférico de doentes com 
Esclerose Sistémica 
 Os linfócitos Th17 e Tc17 são dois subtipos de linfócitos que se caracterizam 
essencialmente pela produção da citocina IL-17. Esta interleucina tem um carácter pró-
inflamatório, induz o recrutamento de outras células, como os neutrófilos, e desencadeia a 
produção de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias por várias células. A diferenciação 
dos linfócitos Th17 e Tc17 é regulada pela ativação do factor de transcrição RORC2 que é, 
por sua vez, ativado pelo fator de transcrição STAT3. A expressão deste último é 
favorecida pela ação das interleucinas IL-1β, IL-21, IL-23 e IL-6. Pelo facto destes 
subtipos celulares produzirem essencialmente citocinas pró-inflamatórias, eles estão 
comummente associados ao desenrolar de inflamação e, nos últimos anos, têm sido 
implicados no desenvolvimento de doenças autoimunes. 
 Dentro dos poucos estudos que foram realizados envolvendo a determinação da 
citocina IL-17 nesta doença, a maior parte refere que esta se encontra aumentada no 
soro/plasma de indivíduos com SSc, em relação a indivíduos saudáveis [162, 163]. No 
entanto neste trabalho não se observaram diferenças estatisticamente significativas na 
frequência de células Th17 e Tc17 dentro das células T CD4 e T CD8, respetivamente, 
entre os grupos em estudo, tendo-se o mesmo verificado para a quantidade de citocina IL-
17 produzida por célula. 
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 É de se notar que a quantidade de IL-17 no soro/plasma não está diretamente 
relacionada com as células Th17 e Tc17 em circulação. De facto, existem outros subtipos 
celulares que produzem a citocina IL-17, sendo exemplos os linfócitos T γδ [169, 170] e os 
linfócitos NK [171]. Assim estes linfócitos podem também estar a contribuir para o 
aumento da citocina IL-17 no soro e/ou plasma de indivíduos afetados pela doença em 
estudo, não parecendo que esse aumento seja apenas devido aos linfócitos Th17 e Tc17. 
Contudo os resultados aqui apresentados não estão de acordo com três estudos 
publicados recentemente que referem que a frequência dos linfócitos Th17 no sangue 
periférico de doentes com SSc está aumentada em comparação com indivíduos saudáveis 
[131, 164, 165]. A diferença destes resultados com os aqui obtidos pode ser explicada pelo 
diferente número de doentes estudados e pelas diferentes características clínicas que estes 
possuem. Para além disso a estratégia utilizada por esses investigadores para caracterizar e 
quantificar as células Th17 foi diferente da utilizada neste estudo, o que dificulta a 
comparação dos resultados. O envolvimento das Tc17 na SSc ainda não está representado 
na literatura mas em princípio será em tudo parecido às Th17. 
 
2. Caracterização funcional das células Th17 e Tc17 no sangue periférico de doentes 
com SSc 
Os dados relativos à caracterização funcional das células Th17 e Tc17 em SSc 
(tabela 5) evidenciam que a frequência destes linfócitos a produzir a citocina IL-2 é maior 
nos doentes afetados pela doença em estudo do que em indivíduos saudáveis. Para além 
disto a frequência dos linfócitos Th17 produtores de TNFα está também aumentada em 
SSc limitada.  
Ao longo do tempo de duração da doença não se verificaram resultados 
estatisticamente significativos, quer na frequência de linfócitos Th17 e Tc17 a produzir as 
citocinas em estudo, quer na quantidade dessas citocinas produzidas por célula. 
Estes resultados sugerem um envolvimento dos linfócitos Th17 e Tc17 na Esclerose 
Sistémica. Apesar de, como vimos anteriormente, o número de células Th17 e Tc17 no 
sangue periférico ser igual entre os grupos em estudo, a nível funcional estas células 
parecem estar mais ativas em SSc já que a sua frequência a produzir aquelas citocinas é 
maior em indivíduos afetados pela doença. De facto as citocinas que favorecem a 
expressão de STAT3, como por exemplo a IL-1β, a IL-6 e a IL-23, que, por sua vez, induz 
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a ativação dos linfócitos Th17 e Tc17 através do fator de transcrição RORC2, estão 
aumentadas no plasma de indivíduos com SSc [160, 172].  
Além disso, os dados obtidos demonstram que os linfócitos Th17/Tc17 apresentam 
uma maior frequência de células a produzir as citocinas características dos linfócitos 
Th1/Tc1. De facto vários estudos, após a descoberta dos linfócitos Th17, têm demonstrado 
que estas células parecem possuir plasticidade, isto é, uma capacidade de se converterem 
em células do tipo Th17 que produzem citocinas do tipo Th1; devido a este facto elas 
foram designadas de células “Th17/Th1” [54, 55]. Os resultados aqui obtidos demonstram 
que parece haver, em Esclerose Sistémica, um aumento da plasticidade das células Th17 
em direção a um fenótipo Th1, pois a frequência daquelas células a produzir as citocinas 
características das células Th1 está aumentada em indivíduos com a doença em estudo. 
Estudos realizados recentemente em outras doenças autoimunes também verificaram um 
aumento da plasticidade Th17/Th1 [170, 173]. Note-se que esta plasticidade não é 
exclusiva para a aquisição de um fenótipo Th1; os linfócitos Th17 parecem também 
converter-se em linfócitos T reguladores [56]. 
Estes linfócitos podem assim estar a contribuir para um agravamento de SSc, quer 
ao nível da inflamação, quer ao nível da fibrose, uma vez que as citocinas TNFα e IL-2 são 
bastante indutoras da inflamação, e que o TNFα estimula a síntese de colagénio na 
presença de TGFβ [118, 154], citocina que se encontra aumentada nesta doença. Para além 
disso as citocinas produzidas por estes linfócitos agravam ainda mais a inflamação pelo 
recrutamento dos neutrófilos para o local da inflamação. De facto existem estudos que 
comprovam que estes neutrófilos estão numericamente aumentados na pele de doentes com 
SSc [72]. 
Tudo isso leva a crer que os linfócitos Th17 e Tc17 têm um papel importante, a 
nível funcional, no desenrolar da doença SSc. Assim sendo, o bloqueio das citocinas 
indutoras destes subtipos celulares pode fornecer uma ferramenta útil na intervenção 
clínica da progressão da SSc. 
 
3. Caracterização funcional das células Th1 e Tc1 no sangue periférico de doentes 
com Esclerose Sistémica 
 Não foram verificadas alterações significativas relativamente à frequência de 
linfócitos Th1 e Tc1 a produzirem as citocinas IL-2, TNFα e IFNγ, entre os subtipos de 
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SSc e o grupo controlo (tabela 6). Contrariamente, a variação ao longo do tempo da doença 
é significativa: há uma maior frequência de células Th1 e Tc1 a produzir as citocinas TNFα 
e IFNγ quando maior o tempo de duração da doença (tabela 6 e figura 7). Mais se verifica 
que a frequência destas células a produzir as citocinas em estudo no primeiro ano da 
doença (grupo 1) está diminuída em relação a indivíduos saudáveis.  
Parece então que no início da doença há uma contração da resposta imune por parte 
dos linfócitos Th1 e Tc1, o que indica que estes subtipos linfocitários não são os principais 
intervenientes do início da progressão da doença em estudo. Contudo eles passam a estar 
mais ativos após o primeiro ano da doença, principalmente os linfócitos Tc1, pois a sua 
frequência a produzir as citocinas em estudo aumenta com um aumento da duração da 
doença. De facto a IL-12, uma citocina que induz a ativação destes linfócitos, aparenta 
estar diminuída no início da doença, aumentando com o aumento dos anos de duração da 
mesma [174], o que se correlaciona com o facto de um maior número de linfócitos Th1 e 
Tc1 ficar mais ativo com o aumento do tempo da doença. 
 Com o aumento da duração da doença há então mais subtipos de linfócitos a 
produzir as citocinas IL-2, TNFα: os Th17 e Tc17, como vimos anteriormente, e os Th1 e 
Tc1. Assim sendo, enquanto os linfócitos Th17 e Tc17 parecem desencadear o 
desenvolvimento de inflamação e da fibrose característica desta doença, os linfócitos Th1 e 
Tc1 parecem agravar estas características com o tempo, pois há um aumento destes 
subtipos linfocitários a produzir as citocinas que levam às características descritas da SSc. 
A resposta imune torna-se mais intensa instalando-se uma inflamação crónica. 
 
4. Frequência dos linfócitos Th17 CXCR5+ e Th1 CXCR5+ no sangue periférico de 
doentes com Esclerose Sistémica 
 Os linfócitos que se caracterizam pela expressão de CXCR5 à sua superfície têm 
sido designados por alguns autores por células T auxiliares foliculares (Tfh) e estão 
essencialmente localizados nos centros germinativos dos órgãos linfoides secundários. Aí 
eles promovem a diferenciação dos linfócitos B em células B de memória e células 
plasmáticas após contacto do recetor CXCR5 com o seu ligando CXCL13. Ainda não é 
bem percetível se existe um equivalente periférico destes linfócitos e se eles podem ser 
distinguidos nos diferentes subtipos de linfócitos Th. Contudo, apesar de escassos, estudos 
recentes têm demonstrado que estas suposições são de algum modo verdadeiras.  
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Os resultados exibidos na tabela 6 indicam à partida que de facto existem subtipos 
de linfócitos Th1 e Th17 do sangue periférico que expressam CXCR5. Contudo a 
percentagem de linfócitos Th1 e Th17 que expressam CXCR5 no sangue periférico é igual 
entre os grupos de SSc estudados e o grupo controlo, pois não existiram diferenças 
significativas entre estes grupos.  
Embora, devido à novidade do assunto, sejam muito raros os estudos que envolvam 
os diferentes subtipos de linfócitos T CD4+ que expressem CXCR5 em autoimunidade, 
existem dois estudos recentes que contrariam os resultados aqui obtidos. Eles mencionam 
que os linfócitos Th17 CXCR5+ estão, em termos numéricos, aumentados no sangue de 
indivíduos afetados por Síndrome de Sjögran [115] e em Dermatomiosite Juvenil [78]. 
 Seguidamente foi-se averiguar se os linfócitos Th17 CXCR5+ e Th1 CXCR5+ eram 
funcionalmente distintos dos linfócitos Th17 CXCR5- e Th1 CXCR5-, respetivamente, no 
grupo controlo. Relativamente aos linfócitos Th17, não existiram diferenças funcionais 
entres os subtipos Th17 CXCR5+ e Th17 CXCR5- pois ambos se caracterizaram pela 
mesma frequência de células produtoras das citocinas em estudo (figura 9). Contrariamente 
verificámos que as subpopulações Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- são diferentes a nível 
funcional, pois a frequência dos linfócitos Th1 CXCR5+ a produzir as citocinas TNFα e IL-
2 está significativamente aumentada em relação à frequência dos linfócitos Th1 CXCR5- 
produtores dessas citocinas. Deste modo apenas fez sentido neste trabalho caracterizar, a 
nível funcional, as diferentes subpopulações Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- nos diferentes 
grupos em estudo. 
   
5. Caracterização funcional das células Th1 CXCR5+ e Th1 CXCR5- 
 Relativamente às subpopulações Th1 CXCR5-, verificou-se que a sua frequência a 
produzir TNFα está significativamente aumentada em SSc comparativamente com o grupo 
controlo, independentemente do subtipo da doença (tabela 7). Já a frequência da 
subpopulação Th1 CXCR5+ a produzir TNFα está significativamente aumentada no 
subtipo diuso. Embora não se tenha atingido significado estatístico, a frequência destas 
células a produzir IL-2 parece seguir o mesmo padrão que o obtido para o TNFα. 
 Apesar de ao nível da caracterização dos linfócitos Th1 não se terem verificado 
diferenças entre os subtipos da doença em estudo, quando olhamos para a subpopulação 
Th1 CXCR5+, parece que se observam diferenças entres os dois subtipos da doença. É que 
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no subtipo difuso da doença, a frequência destes linfócitos a expressar TNFα e IL-2 é 
maior. Isto era de certo modo esperado pois, como já referido, o TNFα estimula a síntese 
de colagénio na presença de TGFβ, isto é, estimula a fibrose, e esta é de facto mais intensa 
e generalizada no subtipo difuso da SSc. 
A proliferação das células B e a secreção de imunoglobulinas por estas células é 
bastante mediada pela citocina IL-2 produzida pelos linfócitos Th presentes nos folículos 
[175, 176]. Caso os linfócitos Th1 CXCR5+ que estão presentes no sangue periférico sejam 
de facto um equivalente periférico ou uma célula precursora das células Th foliculares, eles 
vão se deslocar para os tecidos linfoides secundários e ativar as células B. Como uma 
maior frequência desses linfócitos em SSc, para além de TNFα, está a produzir IL-2, pode 
haver uma maior ativação das células B e uma maior secreção de imunoglobulinas pelas 
mesmas, contribuindo desta forma para o fenómeno de autoimunidade. Para além disso o 
aumento de imunoglobulinas em circulação pode levar à formação de imunocomplexos e 
ao seu depósito em vários locais do corpo, o que induz inflamação [1, 2, 4, 177]. O 
aumento da frequência dos linfócitos Th1 CXCR5+ a produzir as citocinas TNFα e IL-2 
pode estar assim associado a um pior prognóstico em SSc.  
Em relação ao tempo de duração da doença, a frequência dos linfócitos Th1 
CXCR5+ a produzir as citocinas mantem-se relativamente constante com o tempo. Isto é de 
certo modo esperado pois, se estas células são um precursor de Tfh, após ativadas elas 
migram para os órgãos linfoides secundários para estimular as células B. Já frequência do 
subtipo Th1 CXCR5- a produzir as citocinas TNFα e IFNγ aumenta significativamente do 
primeiro ano da doença para os seguintes, representando o que ocorre com os linfócitos 
Th1 no geral. 
Contudo, ambos os subtipos demonstram produzir uma quantidade 
significativamente maior de TNFα e IFNγ após o primeiro ano da doença em estudo, o que 
pode significar um maior limiar de ativação das células Th1 CXCR5+ e o seu maior 
envolvimento na interação das células B nos centros germinativos dos órgãos linfoides 
secundários. Para além disso estas, em conjunto com os linfócitos Th1 CXCR5-, favorecem 
um aumento da quantidade das citocinas pró-inflamatórias TNFα e IFNγ ao nível 
periférico, o que pode levar a um agravamento da inflamação característica da doença. 
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Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que as células Th17 e as células Th1 
estão, do ponto de vista funcional, alteradas em SSc, particularmente ao nível da 
frequência destas células a produzir IL-2 ou TNFα, o que aponta para o seu envolvimento 
na fisiopatologia e/ou progressão da doença. 
 A frequência das células Th1 produtoras de TNFα ou IL-2 que expressam CXCR5, 
pode ser um bom marcador para discriminar os subtipos limitado e difuso da SSc, o que 
reforça a ideia do envolvimento dos linfócitos Th na doença, particularmente na sua 
interação com as células B. 
 Estudos mais alargados e envolvendo um maior número de doentes são necessários 
para que se possa clarificar melhor os principais achados encontrados neste trabalho. 
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